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Resumen 
 
El conocimiento estructural de los complejos moleculares entre proteínas y 
moléculas pequeñas permite obtener información útil para el estudio de la 
maquinaria celular. En particular, la resolución estructural de complejos 
proteína-ligando de baja afinidad tiene vital importancia, por su presencia en 
gran parte de los mecanismos de regulación celular. En este último caso, la 
resolución estructural es ardua y en muchos casos llega a ser inviable debido a 
sus bajas constantes de asociación. En estas condiciones, es difícil extraer 
información estructural suficiente por DRX o la crio-ME para poder resolver 
analíticamente la estructura de los complejos. Sin embargo, diversas técnicas 
de RMN permiten extraer parte de la información estructural de este tipo de 
reacciones. 
En un intento de resolver los complejos moleculares bajo la influencia de un 
intercambio químico rápido, se diseñó una metodología híbrida basada en 
datos de RMN y DRX dedicada a la resolución estructural de complejos 
proteína-ligando con bajas constantes de asociación. La metodología combina 
la estructura cristalográfica de la proteína, la conformación basada en los Tr-
NOEs y la orientación basada en datos de STD-NMR para resolver la 
estructura de los complejos proteína-ligando de baja afinidad. 
Para implementar los datos de STD-NMR con el resto de las técnicas es 
necesario el desarrollo de una metodología fiable que determine 
automáticamente la orientación de la unión del ligando en el sitio de unión. Por 
lo que, se realizó el diseño de nuevas variantes de la función de error residual 
usada para evaluar la calidad de las estructuras obtenida mediante datos de 
RMN (factor R-NOE) con el fin de mejorar su robustez. Las nuevas variantes 
del factor junto con el factor R-NOE se implementaron en el programa STD-
MaPa. STD-MaPa es el núcleo de la metodología hibrida de RMN-DRX y fue 
creado para automatizar el acoplamiento guiado por datos de STD-NMR de las 
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moléculas de ligando en el sitio activo de los complejos proteína-ligando. La 
metodología implementada en el programa fue probada usando como 
referencia cinco complejos moleculares que tienen sus estructuras resueltas 
por DRX. El STD-MaPa resolvió correctamente las cinco estructuras 
cristalográficas. 
Finalmente, la estructura de la dactilolida unida al tetrámero de ?,?-tubulina fue 
estudiada. La dactilolida forma parte de una nueva familia de drogas capaces 
de unirse covalentemente a la ?-tubulina evitando así la resistencia tumoral por 
sobreexpresión de bombas de membrana. Esta droga se une covalentemente a 
la proteína pero presenta una cinética de asociación muy lenta, lo que impide 
su resolución estructural por DRX. 
En nuestro trabajo se llegó a resolver la estructura de la dactilolida unida no 
covalentemente al tetrámero de ?,?-tubulina con la metodología híbrida RMN-
DRX. Además, se identificaron dos orientaciones en la subunidad de ?-tubulina 
menos accesible del cristal del tetrámero T2R en una proporción del 83% y 
17%. Al analizar la orientación predominante y la estructura cristalográfica del 
homologo estructural zampanolida se describió el mecanismo de reacción 
covalente de esta familia de droga en la unión a la ?-tubulina. Mecanismo que 
permitirá el diseño de nuevos fármacos que presenten la unión covalente y 
eludan los mecanismos de resistencia a fármacos de las células cancerígenas. 
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Abstract 
 
Molecular recognition plays a key role in many cellular processes. Knowledge 
about the structure of the molecular complexes implicated in these cellular 
events is therefore important to understanding cellular mechanisms. For cell 
function, it is important that most of the processes are reversible, and thus the 
molecules are often weakly associated. 
X-ray diffraction is a widely used technique in the structural analysis of 
molecular complexes; however, it has the disadvantage of not being useful in 
solving the structure of molecular complexes with low association constants. In 
these complexes, symmetry in the crystal is affected by the abundance of 
empty binding pockets. In the case of reversible molecular complexes formed 
by ligands with low molecular weight with macromolecules, the crystallographic 
methods are not able to extract information in order to describe the entire 
structure. This disadvantage can be resolved using complementary Nuclear 
Magnetic Resonance (NMR) techniques, and integrating the structural 
information obtained by both techniques. 
NMR is an extremely versatile technique that can be used to obtain structural 
information from molecules or their molecular complexes. For biological 
systems, NMR is a very useful technique to study the structure of proteins, 
lipids or polysaccharides. Two-dimensional transferred nuclear Overhauser 
effect spectroscopy (TR-NOESY) and Saturation Transfer Difference (STD-
NMR) are NMR methods widely used to study biological interactions. Both 
techniques allow studying molecular complexes with low association constants 
because they can measure magnetization from molecules in solution. TR-
NOESY provides information about the conformation of low molecular weight 
ligands when bound to macromolecules and STD-NMR contains information 
about the binding epitope of a small molecule bound to a protein. 
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In this work, we have designed a hybrid methodology, able to obtain the 
structures of macromolecular complexes by using STD-NMR data, TR-NOESY 
conformer and a partially solved structure obtained by X-ray diffraction. In order 
to ensure the methodology resolves the molecular complexes analytically, a 
new auto-consistent algorithm is implemented to solve the binding pose of 
protein-ligand complexes based on STD-NMR data. For ensuring that the 
algorithm is auto-consistent, five new descriptors have been implemented to 
differentially evaluate the fitting of the STD-NMR maps back calculate from a 
binding pose with the experimental data. 
The algorithm uses the structure of macromolecule partially resolved by X-ray 
diffraction, STD-NMR data and TR-NOESY conformation of ligand to estimate 
chemical-physical parameters of the system (such as the apparent binding 
constant and the protein apparent correlation time) and to solve the structure of 
molecular complex fitting the experimental STD-NMR map and the calculated 
one. The structure of the molecular complex with the new structural information 
obtained can then be iteratively refined using steps of electron density and 
STD-NMR maps fitting until the solved structure is found to be consistent with 
both techniques. 
Finally, the structure of dactylolide, a microtubule-stabilizing agent, was solved 
bound to the luminal taxane site in T2R tetramers using the hybrid methodology. 
Dactylolide has a fast chemical interchange between free and bound states, 
which leads to a reduction of crystallographic resolution in the binding site. But, 
There was applied the hybrid methodology and structure of dactylolide was 
solved bound to the ?-tubulin subunit deeper in the crystal. The analysis of 
dactylolide-T2R structure and the crystallographic structure of zamanolide, a 
structural homologous of dactylolide, allows characterizing the covalent reaction 
mechanism of drugs in the Taxol site. 
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1 Introducción 
 
El estudio estructural de los complejos biológicos nos permite acceder a valiosa 
información sobre sus propiedades químico-físicas. En el contexto biológico, la 
caracterización estructural de las moléculas permite describir la organización y 
funcionamiento de sistemas tan complejos como las células. La célula es la 
unidad morfológica y funcional de todo ser vivo; está compuesta por diversos 
compuestos moleculares como las proteínas, polisacáridos o nucleótidos. La 
interrelación entre todos estos componentes controla la vida celular. Por tanto, 
conocer la estructura y mecanismos celulares de todos los compuestos 
moleculares es uno de los objetivos fundamentales de la ciencia moderna. 
Las técnicas de determinación estructural aplicadas al estudio de las 
macromoléculas son diversas. El desarrollo y renovación que han 
experimentado durante años ha permitido potenciar sus capacidades y 
aplicaciones. Múltiples ejemplos de este desarrollo se pueden encontrar en las 
últimas dos décadas, tiempo en el que se han llegado a resolver estructuras de 
una alta complejidad. Entre todos los antecedentes que encontramos, haremos 
alusión a solo dos que fueron notables por su impacto en el estudio estructural 
y mecanicista de las celulares: 
La elucidación estructural del motor molecular ATP sintasa con una resolución 
de 3,9 Å (Stock, Leslie et al. 1999, Stock, Gibbons et al. 2000); y la 
visualización in-vitro y en tiempo real de la dinámica de la proteína myosin V 
sobre un filamento de actina (Ando et al., 2013; Kodera and Ando, 2014). Las 
técnicas que hicieron posibles ambos estudios, son fieles exposiciones de los 
avances tecnológicos acaecidos hasta la fecha. En la actualidad, tanto los 
protocolos como las herramientas experimentales siguen evolucionando, y con 
sus avances es más común el derrumbamiento de viejas barreras. 
Como ejemplos de técnicas estructurales empleadas en la biología se 
encuentran las técnicas de Difracción de Rayos-X (DRX) y Resonancia 
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Magnética Nuclear (RMN). La descripción molecular de muchos procesos 
celulares ha sido posible gracias a los avances metodológicos en DRX y RMN 
Aunque sus aportes han sido inmensurables, sus limitaciones pueden derivar, 
en ciertos casos, hacia la incorrecta descripción de la estructura y la obtención 
de información sin utilidad biológica. 
 
1.1 Difracción de Rayos-X 
 
La Difracción de Rayos-X (DRX) es una técnica experimental que permite 
caracterizar la estructura atómica de las biomoléculas. Las bases de su 
fundamento físico son similares a las de cualquier otra técnica que utilice 
radiación electromagnética. En la DRX se hace incidir una fuente de rayos-X 
sobre un sólido cristalino que absorbe y dispersa la radiación. La interacción 
entre el haz incidente y la nube electrónica del material dispersa la radiación 
electromagnética (Figura 1.1.1-A). La dependencia entre la dispersión y las 
características físicas del material, tales como el orden, composición y 
estructura, da lugar a un patrón de difracción único que posteriormente se 
procesa para obtener la estructura atómica del material. Este fenómeno se 
produce a consecuencia de las restricciones angulares impuestas por el orden 
molecular existente en un sólido cristalino. Además, sólo ocurre cuando la 
amplitud de la longitud de onda de la radiación incidente coincide en tamaño 
con la distancia entre planos atómicos de un cristal (Bragg and Bragg 1913) 
(Figura 1.1.1-B). Esta coincidencia permite caracterizar las estructuras 
moleculares a nivel atómico. 
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Figura 1.1.1 Representación del fenómeno de difracción de rayos-X en un 
sólido cristalino (A). Corrimiento de fase que da lugar a las interferencias 
constructivas entre las ondas según la ley de Bragg (B). 
 
Las intensidades de difracción que se miden en un experimento de DRX 
provienen de la interferencia constructiva de la radiación dispersada por la 
nube electrónica de los átomos cuando están en las posiciones de Bragg 
(Bragg and Bragg 1913). Si se desea encontrar las posiciones de los átomos 
que dan lugar al patrón de difracción, se tiene que analizar la función de 
densidad electrónica (?(r)) del material; ya que los máximos de la función 
coinciden con las posiciones de los átomos. Describir la función ?(r) a partir de 
las intensidades de DRX es un proceso complicado porque depende de la 
transformada de Fourier inversa del factor de estructura F(H). 
 
ߩ(࢘) =
1
ܸ
෍ ࡲ(ࡴ)݁(ିଶగ௜ࡴ࢘)
ࡴ
 1.1.1 
 
El factor de estructura F(H) es una función compleja de variable real que se 
relaciona con las intensidades de difracción de la siguiente manera: 
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ܫ(ࡴ) = ݇ × ܫ଴ × ܮ × ܲ × ܣ × |ࡲ(ࡴ)|
ଶ 1.1.2 
 
k es el factor de escala, Io es la intensidad del haz incidente; L y P son los 
factores de Lorentz y polarización respectivamente; y A es el factor de 
absorción y extinción. Por lo tanto, a partir de las intensidades extraídas del 
patrón de difracción, sólo podemos obtener experimentalmente los módulos del 
factor de estructura (|F(H)|), debido a que F(H) es un número complejo. 
 
ࡲ(ࡴ) = ෍ ௝݂݁
(ଶగ௜ࡴ࢘)
ே
௝
 1.1.3 
 
ࡲ(ࡴ) = ࡲ(ࡴ)݁(௜ఈ(ࡴ)) 1.1.4 
 
Este problema descrito es conocido como el problema de las fases, y su 
resolución le supuso la concesión del premio Nobel de Química en 1985 a 
Karle y Hauptman (Hendrickson 1986). 
Los primeros resultados relevantes en sistemas biológicos se dieron a conocer 
a partir de los años 50. Por primera vez, en 1953 se resolvió el modelo de 
doble hélice del ADN a partir de datos de difracción (Watson et al., 1953). Una 
década más tarde, al inicio de 1960, se determinó la estructura de la 
hemoglobina y se llegó a obtener la sorprendente resolución de 5.5 Å para 
dicha molécula (Perutz et al., 1960). 
Los avances en la cristalización de macromoléculas biológicas han permitido la 
obtención de monocristales con una alta simetría y sin imperfecciones. 
Además, los difractómetros de monocristales son cada vez más potentes y 
accesibles, lo que permite resolver estructuras de biomoléculas de gran tamaño 
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y complejidad. En la actualidad, la difracción de rayos-X sigue siendo la técnica 
preferida cuando se desea predecir la estructura de las proteínas. Un factor 
clave en el impulso del uso de la DRX fue la creación de bases de datos como 
por ejemplo el Banco de Datos de Proteínas (o PDB, por su acrónimo en 
inglés). La aparición de grandes bases de datos impulsa la creación de nuevos 
algoritmos de resolución estructural (McCoy, Grosse-Kunstleve et al. 2007, 
Adams, Afonine et al. 2010) que reducen el tiempo y el esfuerzo del proceso 
resolutivo. Las nuevas metodologías tienen implementado el método de 
Reemplazo Molecular (“Molecular Replacement”) para resolver el problema de 
las fases (Drenth 2013). En este método se trata de buscar el modelo que 
mejor ajusta las intensidades experimentales del compuesto desconocido a 
partir de un compuesto similar con su estructura ya resuelta. 
Pese a los avances en la DRX, esta técnica sigue teniendo limitaciones como 
cualquier otra técnica basada en la radiación electromagnética. Una de las 
desventajas se encuentra en el proceso de cristalización; éste es engorroso, y 
no asegura la formación de monocristales para todos los sistemas biológicos. 
Además, la estructura cristalina del complejo biológico no es necesariamente 
idéntica a la estructura en solución, por lo que la estructura resuelta puede no 
ser la biológicamente activa. Otra desventaja que nos encontramos está 
relacionada con la resolución estructural. En las estructuras de las proteínas es 
muy común encontrarse regiones flexibles donde la movilidad en el cristal 
reduce la simetría: en estas regiones la resolución disminuye al extremo que en 
ocasiones no se logra describir. Por último, si deseamos resolver la estructura 
de un complejo molecular por DRX, éste tiene que asociarse fuertemente, para 
así favorecer la unión del ligando al receptor y reducir los sitios de unión 
vacíos. 
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1.2 Resonancia Magnética Nuclear 
 
La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una 
herramienta muy versátil y con ella se puede extraer información tanto 
estructural como dinámica de los complejos biológicos en solución. Para los 
sistemas biológicos, es de gran utilidad para el estudio de moléculas pequeñas, 
proteínas, lípidos y polisacáridos. La mayor ventaja que nos proporciona esta 
técnica radica en la posibilidad de estudiar las propiedades estructurales, 
dinámicas y funcionales de las biomoléculas en solución, bajo condiciones 
parecidas a las nativas. 
La Resonancia Magnética Nuclear fue desarrollada en 1945 por los científicos 
americanos Felix Bloch (1905-1983) y Edward M. Purcell (1912-1997); hecho 
que les permitió obtener en 1952 el Premio Nobel de Física. En los primeros 
años, la técnica demostró su potencial en la determinación estructural de 
moléculas orgánicas aunque en aquellos momentos el estudio de moléculas de 
gran complejidad quedaba excluido debido a la pobre resolución que se 
obtenía. Sin embargo, en la segunda mitad de la década de los '60, la técnica 
fue impulsada por la implementación de la modalidad de la Transformada de 
Fourier (TF) (Ernst 1966, Ernst and Anderson 1966, Richard 1969). 
La TF permitió aumentar significativamente la resolución espectral de la 
técnica, hecho que posibilitó el estudio de sistemas más complejos (Ernst and 
Anderson 1966). Las nuevas y mejoradas ventajas adquiridas con este método 
se unieron a la creciente evolución de los equipamientos y metodologías 
experimentales. Aunque son muchos los aportes que han permitido el 
desarrollo de la RMN, entre los más significativos se encuentran la aparición de 
imanes superconductores, el creciente empleo de la resonancia de 
heteronúcleos y la introducción de la espectroscopia multidimensional (Markley 
and Opella 1997). Todos ellos juntos llegaron a permitir el estudio de 
macromoléculas de interés para la biología mediante la RMN. 
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En los experimentos de RMN se extrae información sobre la interacción de las 
partículas nucleares (protones y neutrones), en presencia de diferentes campos 
magnéticos. En el núcleo atómico, cada protón o neutrón se puede aparear con 
una partícula de su misma clase con espín antiparalelo. El espín es una 
propiedad intrínseca que presentan los electrones, neutrones y protones, y se 
define como el valor del momento angular que tiene asociado cada una de las 
partículas que forman los átomos. El espín de una partícula puede describir 
varios estados cuantizados de energías y cada uno de ellos se caracteriza por 
tener un número cuántico de espín (m), para el núcleo de 1H puede adoptar los 
valores +½ o -½. 
Si las partículas nucleares se encuentra apareadas (neutrones o protones), el 
espín neto es igual a cero (I=0). Pero, cuando los núcleos tienen números de 
protones y neutrones impares, dan lugar a un espín neto mayor que cero (I>0). 
En estos casos, el núcleo va a tener un momento magnético asociado (?) que 
depende de la dirección del espín. 
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Figura 1.2.1 Representación de la situación de equilibrio de los espines 
nucleares con I=1/2 en ausencia de un campo magnético externo (izquierda) y 
cuando están bajo la influencia de un campo magnético Ho (derecha). En la 
zona inferior de la figura se muestra los niveles de energía en ausencia y 
presencia de Ho respectivamente.
 
En ausencia de un campo magnético y en situación de equilibrio, 
encontraremos el mismo número de átomos en cada uno de los estados de 
espín. En estos casos, los niveles de energía de los momentos angulares se 
encontrarán degenerados (Figura 1.2.1, izquierda). Sin embargo, en presencia 
de un campo magnético, uno de los ejes de los momentos angulares va a 
coincidir con la dirección del campo. Como consecuencia, el estado que se 
encuentre alineado al campo va a tener una menor energía que el estado con 
el espín en dirección opuesta (Figura 1.2.1, derecha). La diferencia de energía 
entre los estados es proporcional a la fuerza del campo magnético externo y se 
define por la siguiente ecuación, 
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∆ܧ = ℎݒ = ℎ
߱଴
2ߨ
= ℎ
ߛ
2ߨ
ܤ଴ 1.2.1 
 
donde h es la constante de Planck, v es la frecuencia de resonancia, ?o es la 
frecuencia de resonancia de Larmor, ? es la constante magnetogírica de la 
partícula y Bo es el campo magnético externo. 
El procedimiento a seguir en un experimento de RMN es relativamente simple. 
Primero, se debe tener un campo magnético intenso, homogéneo  e invariante 
en el tiempo (Bo). En el transcurso del experimento se aplicará una serie de 
pulsos de radiofrecuencias (B1) en dirección perpendicular al campo Bo. La 
aplicación de los pulsos de radiofrecuencia está dirigida a distorsionar 
temporalmente el estado de equilibrio obtenido en presencia del campo Bo. Por 
eso, los valores de frecuencia de los pulsos tienen que ser equivalentes a la 
diferencia de energía entre niveles de espín, para poder inducir la transición 
entre los estados de espín. Al finalizar cada pulso, el sistema va a tender 
espontáneamente al equilibrio mediante la emisión del exceso de energía en 
forma de una onda de radio a la frecuencia de Larmor de los espines. Esta 
señal se amplifica y digitaliza convenientemente para poder obtener en un 
procesado posterior un espectro de RMN. La relajación, al igual que la 
magnetización, depende del tipo de átomo y del entorno químico. Por ambos 
motivos, a partir del procedimiento descrito recientemente se puede extraer 
información estructural. 
A causa de la interacción física entre los momentos angulares de los espines, 
éstos dejan de ser independientes y acoplan sus momentos magnéticos. Para 
explicar este fenómeno se puede considerar, desde un punto de vista simple, 
que los espines son pequeños imanes que poseen momentos magnéticos. Bajo 
esta suposición, el acoplamiento ocurriría igualmente mediante la interacción 
de los campos magnéticos entre dos imanes (Figura 1.2.2). Por tanto, el espín 
nuclear se acoplará con los espines electrónicos a través de la interacción de 
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sus respectivos campos magnéticos, para así transmitirse a través del enlace y 
afectar el momento magnético del núcleo vecino.  
 
 
Figura 1.2.2 Modelo vectorial de Dirac y los diferentes acoplamientos entre los 
espines de las partículas atómicas. 
 
El mecanismo del acoplamiento espín-espín que se acaba de describir se llama 
acoplamiento indirecto de espín, ya que tiene lugar a través de los electrones 
del enlace. Por consiguiente, el acoplamiento directo va a tener lugar a través 
del espacio entre dos núcleos. En este caso, los núcleos se comportan como 
dos dipolos que en ciertos casos darán lugar al denominado Efecto Nuclear 
Overhauser. 
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1.2.1 Efecto Nuclear Overhauser 
 
El Efecto Nuclear Overhauser o efecto NOE (por su acrónimo en inglés) es un 
mecanismo de relajación que permite transmitir polarización entre espines 
nucleares acoplados dipolarmente.. Como cualquier interacción dipolar, el 
efecto NOE depende de la distancia entre los espines, y por este motivo su 
magnitud se aprovecha para extraer información estructural de los sistemas 
moleculares. En la actualidad, el efecto NOE es muy usado en la determinación 
conformacional de moléculas orgánicas y macromoléculas. 
El efecto Overhauser fue descrito y demostrado experimentalmente en 1953 
(Carver and Slichter 1953, Overhauser 1953). Pero no fue hasta 1955, con la 
aparición de las ecuaciones de Solomon, cuando se describió su fundamento 
con una base teórica (Solomon 1955). Solomon llegó a describir 
matemáticamente el proceso de relajación entre dos espines aislados a partir 
de las probabilidades de transición de cero (wo), uno (w1 y w1´) y doble (w2) 
cuanto entre cuatro estados de espines (Figura 1.2.3). 
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Figura 1.2.3 Diagrama de transiciones de dos espines nucleares aislados entre 
los cuatro estados de espines posibles, cuando se considera un sistema de 
núcleos con I=½, no acoplados escalarmente y en ausencia de otro tipo de 
interacción que no sea dipolar. wi para i=0,1,2 es la probabilidad de transición 
entre estados. 
 
En este sistema de espines aparecen dos nuevas transiciones (wo y w2) que no 
se encuentran en un sistema de un solo espín; siendo además las 
responsables de la transferencia de la magnetización entre espines: 
 
ߪ௜௝ = ݓଶ(݆݅) − ݓ଴(݆݅); ݅ ≠ ݆ 1.2.2 
 
donde ?ij es la constante de relajación cruzada y describe la velocidad de 
transición dipolo-dipolo entre el espín i y j que da lugar al efecto NOE. Por otro 
lado, los procesos responsables de restablecer el estado de equilibrio fueron 
descritos con la constante de velocidad de la relajación longitudinal (?ij). 
 
ߩ௜௝ = ݓ଴(݆݅) + 2ݓଵ(݆݅) + ݓଶ(݆݅); ݅ ≠ ݆ 1.2.3 
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ߩ௜௝´ = ݓ଴(݆݅) + 2ݓଵ´(݆݅) + ݓଶ(݆݅); ݅ ≠ ݆ 1.2.4 
 
Para llegar a describir el efecto NOE, las tres ecuaciones (1.2.2, 1.2.3 y 1.2.4) 
fueron añadidas a las ecuaciones macroscópicas de Bloch (Bloch 1946) 
adaptadas a un sistema de dos espines. En su resolución consideraron el 
estado estacionario y la presencia de uno de los espines saturado (Ecuación 22 
en (Solomon 1955)). 
Finalmente, el efecto NOE sobre el espín i (?i) se describe de la siguiente 
manera. 
 
ߟ௜ =
ܫ௜ − ܫ௜
଴
ܫ௜
=
ݓଶ(݆݅) − ݓ଴(݆݅)
ݓ଴(݆݅) + 2ݓଵ(݆݅) + ݓଶ(݆݅)
; ݅ ≠ ݆ 1.2.5 
 
Inicialmente se empleaban experimentos de NOE monodimensional que 
permitían abordar la caracterización de la estructura de compuestos orgánicos 
pequeños. Posteriormente con el desarrollo de la espectroscopía de RMN 
bidimensional se pudieron adquirir experimentos 2D NOESY que permitieron 
resolver estructuras mucho más complejas (Jeener, Meier et al. 1979, Meier 
and Ernst 1979). Al inicio de los '80, gracias a  la espectroscopia bidimensional 
y a la creación de algoritmos geométricos de determinación estructural, se llegó 
a obtener la primera estructura espacial de una proteína basada en RMN 
(Kumar, Ernst et al. 1980, Wüthrich, Wider et al. 1982, Havel and Wüthrich 
1984). 
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1.2.2 Espectroscopia bidimensional 
 
La espectroscopia bidimensional está formada por un grupo de métodos de 
RMN a partir de los cuales se obtiene un espectro definido por dos ejes de 
frecuencias correlacionadas. La idea revolucionaria de la espectroscopia 
bidimensional fue introducida por el físico belga Jean Jeener en la escuela de 
verano “Ampere International Summer School” celebrada en 1971 (Goldman 
1994). Este profesor propuso una secuencia de dos pulsos simples que 
producen, posterior a una transformación de Fourier bidimensional, un espectro 
en dos dimensiones (Figura 1.2.4). Su trabajo sobre el tema nunca fue 
publicado, pero la idea fue bien acogida por Richard R. Ernst que la desarrolló 
en los subsiguientes años. 
 
 
Figura 1.2.4 Espectroscopia de correlación. Consiste en un simple pulso de 
radiofrecuencia (p1), seguido por un tiempo de evolución (t1) y un posterior 
pulso de radiofrecuencia (p2). Después del último pulso se inicia el período de 
medida (t2). 
 
El experimento nacido de la secuencia de pulsos propuesta por el profesor 
Jean Jeener se denominó espectroscopia de correlación (COSY) (Maudsley, 
Moller et al. 1977, Nagayama, Wüthrich et al. 1977). La secuencia COSY está 
diseñada para obtener información sobre las conexiones intramoleculares a 
través de los enlaces (acoplamiento escalar). Esta circunstancia se logra a 
través de una familia de pulsos de radiofrecuencia que se aplican sobre la 
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muestra. Cada pulso produce una rotación de la magnetización neta de la 
muestra hacia una determinada dirección. 
El acoplamiento escalar entre espines nucleares es el resultado de la 
interacción indirecta de dos núcleos a través de los electrones que forman 
parte del enlace entre ellos. Se produce mediante la sucesiva polarización de 
los espines electrónicos localizados entre dos núcleos magnetizados (Figura 
1.2.2). El espectro COSY es capaz de brindar información sobre la 
conectividad, la distancia de enlace y los ángulos interatómicos de una 
molécula. Por eso, el experimento COSY se ha mantenido desde el punto de 
vista conceptual y teórico, como uno de los más importantes en la RMN. En la 
actualidad, COSY es un procedimiento de rutina que se utiliza para la 
determinación de los acoplamientos nucleares de toda clase de compuestos. 
 
 
Figura 1.2.5 Representación esquemática de los espectros bidimensionales 
homonucleares COSY (izquierda) y NOESY (derecha). En la zona superior de 
la imagen está representada la estructura de la molécula hipotética a partir de 
la cual se obtienen los dos espectros. En azul se muestra el acoplamiento 
escalar y en rojo las interacciones NOE. 
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Además de la espectroscopia de correlación, existen otros tipos de 
espectroscopias bidimensionales. Una de ellas es la espectroscopia 
bidimensional basada en el efecto Overhauser nuclear (NOESY). La diferencia 
de esta espectroscopia respecto a COSY radica en las interacciones que se 
observan; las cuales, en este caso son producto de la relajación por el efecto 
NOE. El espectro resultante es similar a COSY, en ambas se encuentran picos 
diagonales y picos de cruce (Figura 1.2.5); pero la diferencia radica en los picos 
de cruce, que en el NOESY son producto del acoplamiento entre núcleos 
espacialmente cercanos. La información espacial que suministran los 
experimentos bidimensionales basados en el efecto NOE las convierte en 
herramientas muy útiles para el estudio de biomoléculas (Bax and Grzesiek 
1993). 
 
1.2.3 Efecto Nuclear Overhauser transferido 
 
Es bien conocido que el efecto NOE es extremadamente útil en la 
determinación de la estructura 3D de las moléculas en solución (Neuhaus and 
Williamson 1989). En particular, ha sido muy ventajosa su aplicación en el 
análisis de la estructura de las proteínas (Bax 1989, Bax and Grzesiek 1993). 
Al tener una molécula pequeña unida a un receptor, debido al intercambio entre 
el estado unido y libre se empiezan a observar otra clase de NOEs (Tr-NOE). 
Los cambios que se observan en los NOEs debidos a la transferencia de 
saturación entre dos estados son las bases para una variedad de esquemas 
experimentales que están dirigidos a detectar y caracterizar la unión de 
complejos biológicos. 
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Figura 1.2.6 Esquema básico de la espectroscopia 2D de intercambio descrita 
en el trabajo de J. Jeener (Jeener, Meier et al. 1979).  
 
Por su importancia, comentaremos brevemente el primer estudio relacionado 
con la transferencia de saturación entre dos estados desarrollado en 1979 por 
J. Jeener (Jeener, Meier et al. 1979). En este estudio se propuso un esquema 
de saturación subdividido en cuatro etapas (Figura 1.2.6). En la primera etapa 
se crea una magnetización transversal a través de un pulso de radiofrecuencia 
de 90o. Un pulso de 90º produce una rotación neta de los espines nucleares 
hacia el plano transversal del campo magnético Bo. En la etapa siguiente, al 
vector de magnetización se le permite rotar a su frecuencia de resonancia 
característica por el período de evolución t1. Seguidamente, al inicio de la etapa 
de mezclado, se impone un nuevo pulso de 90o. El proceso de transferencia de 
magnetización vía efecto NOE tiene lugar durante esta etapa. Finalmente, se 
aplica sobre la muestra, un tercer pulso de 90o para rotar la magnetización 
longitudinal hacia el plano xy y así poderla medir.  
 
El experimento de Tr-NOE (TR-NOESY) permite determinar la conformación 
bioactiva de moléculas pequeñas en un intercambio rápido con una 
macromolécula y emplea una secuencia de pulsos estándar básicamente 
similar a la descrita por J. Jeener (Figura 1.2.6). El efecto Tr-NOE fue descrito 
originalmente por Bothner-By en 1972 (Balaram, Bothner-By et al. 1972, 
Balaram, Bothner-By et al. 1972) y es el resultado de acoplar dipolarmente 
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espines vecinos a través de un intercambio químico con una macromolécula 
(Figura 1.2.7 Ilustración de la variación del efecto NOE en función del tiempo 
de correlación y la frecuencia del espectrómetro.). Debido a la información que 
se puede obtener a partir de este experimento, desde sus inicios los Tr-NOEs 
se consideraron muy útiles en la descripción de la estructura 3D de los 
complejos proteína-ligando (Poveda and Jimenez-Barbero 1998, Jimenez-
Barbero, Asenslo et al. 1999, Krishna and Berliner 1999).  
Las señales de Tr-NOEs dependen de los tiempos de correlación rotacionales 
de las moléculas (?c) en su estado libre y unido. En los casos que se tengan 
moléculas con un peso molecular bajo (Mw<1000-2000 Da), con tiempos de 
correlación cortos, los efectos NOE son positivos. Para pesos moleculares 
intermedios (Mw entorno a 2000 Da) se pueden obtener NOEs poco intensos o 
simplemente no obtener señal. Sin embargo, cuando estamos en presencia de 
moléculas de gran tamaño encontraremos NOEs intensos y negativos (Figura 
1.2.9). 
 
 
Figura 1.2.7 Ilustración de la variación del efecto NOE en función del tiempo 
de correlación y la frecuencia del espectrómetro. 
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Particularmente, en los casos donde se tienen pequeñas moléculas enlazadas 
a moléculas de gran tamaño y peso, la molécula ligada adopta el mismo 
comportamiento que exhiben los NOEs de la macromolécula al formar parte de 
ella. Consecuentemente, los ligandos unidos presentan fuertes NOEs negativos 
llamados Tr-NOEs. Los Tr-NOEs son el reflejo de la unión entre el ligando y la 
macromolécula, y por esto, los NOEs relacionados con la unión se pueden 
distinguir con facilidad en los espectros de TR-NOESY por su tamaño y signo 
(Figura 1.2.8) (Meyer and Peters 2003). Además, se puede discriminar entre 
los NOEs relacionados con las moléculas del ligando libre y los Tr-NOEs 
mediante el ajuste del tiempo de mezclado (?m) (Figura 1.2.6). Esto se debe a 
que el tiempo requerido para alcanzar la máxima intensidad de los Tr-NOEs 
está en el rango de 50 a 100 ms para el estado enlazado; mientras que para 
las moléculas libres el tiempo es de cuatro a 10 veces mayor (Meyer and 
Peters 2003). Por lo tanto, el efecto máximo en los Tr-NOEs se alcanza a 
tiempos de mezclado significativamente más cortos que en el estado libre. Esta 
circunstancia permite ajustar los parámetros experimentales con el fin de aislar 
los Tr-NOEs, debido a la formación del complejo molecular de los NOEs del 
ligando en solución. 
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Figura 1.2.8 Izquierda, representación esquemática de un espectro NOESY. 
Los picos diagonales y los de cruce tienen diferentes signos. Derecha, 
representación esquemática de un espectro TR-NOESY. Los picos diagonales 
y los de cruce tienen los mismos signos. El tamaño relativo de los picos se 
escogió respetando la cercanía de los protones en el estado enlazado y libre. 
La superficie azul representa la proteína.  
 
La dependencia de los Tr-NOE con el tiempo de correlación se explica a partir 
de la descripción matemática del efecto NOE. Aunque en la ecuación 1.2.4 el 
efecto NOE está en función de las probabilidades de transición entre estados, 
teniendo en cuenta ciertas consideraciones, se puede describir en función de 
los tiempos de correlación de las moléculas (?c): 
 
ߟ௠௔௫ =
ܫ௜ − ܫ௜
଴
ܫ௜
=
5 + ߱଴
ଶ߬௖
ଶ − 4߱଴
ସ߬௖
ସ
10 + 23߱଴
ଶ߬௖ଶ − 4߱଴
ସ߬௖ସ
 1.2.6 
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En la ecuación 1.2.6, ?? es la frecuencia del espectrómetro y ?c es el tiempo de 
correlación rotacional de la molécula. Como no se ha comentado hasta ahora, 
es preciso mencionar que el tiempo de correlación rotacional (?c) de una 
molécula es el tiempo promedio que se demora dicha molécula en girar un 
radian alrededor de su eje. Las moléculas pequeñas tienen movimientos más 
rápidos y tiempos de correlación cortos; para estos casos, la ecuación 1.2.6 
proporciona valores positivos. Por el contrario, en el caso de las 
macromoléculas, el aumento del tiempo de correlación rotacional da NOEs 
negativos. Pero, si las moléculas pequeñas están en constante intercambio 
químico con una macromolécula, como se ha comentado anteriormente, en el 
estado unido adquieren el tiempo de correlación de la macromolécula y sus 
NOEs son negativos (Figura 1.2.8, derecha). En general, no se ven las señales 
de las macromoléculas en los experimentos de TR-NOESY; ya que, la relación 
ligando:proteína que se emplea es muy alta. 
Una vez llevado a cabo al análisis espectral, las intensidades de las señales de 
Tr-NOEs son extraídas, con el fin de evaluar sus valores y proceder a realizar 
el análisis conformacional de la molécula ligada. Como se ha comentado en el 
apartado del efecto NOE (ver apartado 1.2.1), la intensidad de la señal 
depende de la distancia entre protones en el estado enlazado. La dependencia 
entre la intensidad de los Tr-NOE y la distancia entre los espines es 
directamente proporcional (1/r-6). Por lo tanto, en un espectro bidimensional se 
esperan señales relativamente intensas para protones que en la estructura 
presentan separaciones que como media sean menores a 5 Å. En los casos en 
que la molécula sea muy flexible, la distancia entre los espines nucleares varía 
frecuentemente, provocando en consecuencia la disminución de la señal de Tr-
NOE. 
La información extraída de un experimento de TR-NOESY es producto de la 
combinación de todas las conformaciones energéticamente accesibles. Por 
consiguiente, la información contenida en los valores de Tr-NOEs proviene de 
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todas las conformaciones energéticamente posibles que adopta el ligando 
enlazado. Es bien conocido que las conformaciones de menor energía estarán 
más pobladas; y por tanto, a partir de los Tr-NOEs se puede obtener la 
conformación o conformaciones energéticamente más probables de la 
molécula en la unión con el receptor. 
Los datos de Tr-NOEs pueden ser utilizados como restricciones de distancia 
para resolver la estructura 3D de los ligandos en su mínimo de energía 
conformacional. Para este fin se utilizan protocolos de modelado molecular que 
incluyen un paso de exploración conformacional, seguido de una optimización 
geométrica (Poveda and Jimenez-Barbero 1998, Bernardi, Potenza et al. 2002, 
Jiménez-Barbero, Canales et al. 2006, Canales, Matesanz et al. 2008).  
Entre los métodos de generación conformacional se pueden encontrar los que 
se basan en el método de Monte Carlo (Allen and Tildesley 1989), los 
algoritmos genéticos (Holland 1975, Michalewicz 2013) o los modos normales 
de vibración molecular (Kolossváry and Guida 1996, Keserû and Kolossváry 
2001). Por otra parte, existe una gran variedad de métodos de optimización 
geométrica; entre los más rápidos se pueden encontrar los métodos de 
gradiente como los de Descenso de Máxima Pendiente (Rotkiewicz and 
Skolnick 2008) o los de Gradiente Conjugados (Schlegel 1982, Morales and Y 
2000). Pero, si se desea una optimización geométrica más rigurosa, se utilizan 
los métodos de segunda derivada como el de Newton-Raphson (Schlegel 
2011) o el del Seguimiento del Vector Propio (Shapiro and Fan 1995). En 
ocasiones, con el fin de mejorar la eficiencia global de la optimización, se 
combinan ambas metodologías en una misma optimización geométrica. 
En cualquier caso, los métodos necesitan de una metodología que describa las 
energías entre los átomos; metodología que puede provenir de una 
aproximación clásica o mecano-cuántica. En la aproximación clásica se usa un 
campo de fuerzas que describe la energía potencial en el estado fundamental 
de los átomos como función de la distancia interatómica (Allen and Tildesley 
1989). En esta aproximación, se ignora el costoso cálculo de los movimientos 
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electrónicos y, por tanto, se puede utilizar en la descripción de sistemas con 
una alta complejidad estructural. Por el contrario, cuando se utiliza una 
aproximación mecano-cuántica, se tienen en cuenta todos los electrones, 
hecho que hace que los cálculos demanden mucho tiempo de cómputo y, 
aunque sean más rigurosos, solo se utilizan en sistemas pequeños. En ciertas 
ocasiones se utiliza la aproximación híbrida QM/MM, que combina la exactitud 
de la mecánica-cuántica con la rapidez de la mecánica molecular clásica. La 
notación QM/MM proviene de las siglas en ingles “quantum 
mechanics/molecular mechanics”. El método híbrido fue introducida en 1976 
por Warshel y Levitt (Warshel and Levitt 1976). 
 La descripción de la energía a nivel clásico se realiza a través de funciones 
parametrizadas que se calculan a partir de estudios mecano-cuánticos o 
aproximaciones empíricas. Los campos de fuerzas clásicos tiene una alta 
especialización; pero por la importancia del estudio estructural de los complejos 
biológicos, existen diversos campos de fuerzas dirigidos a la descripción de 
proteínas (Jorgensen and Tiradorives 1988, Jorgensen, Maxwell et al. 1996, 
Meagher, Redman et al. 2003, Wang, Wolf et al. 2004, Bjelkmar, Larsson et al. 
2010), cadenas de ácidos nucleicos (Cieplak, Cornell et al. 1995, Cornell, 
Cieplak et al. 1995), moléculas orgánicas (Casewit, Colwell et al. 1992, Cornell, 
Cieplak et al. 1995, Vanommeslaeghe, Hatcher et al. 2010) y carbohidratos 
(Grootenhuis and Haasnoot 1993, Hatcher, Guvench et al. 2009). 
Al resolver la estructura tridimensional del ligando, es posible realizar un 
análisis cuantitativo de la estructura basado en los Tr-NOEs. La clave radica en 
lograr una formulación matemática que relacione los Tr-NOEs con las 
distancias entre protones y respete las condiciones experimentales. Con este 
fin, en 2002 se formuló la aproximación matemática de la Matriz de Relajación 
Completa e Intercambio Conformacional Completo (CORCEMA) para 
experimentos de TR-NOESY (Krishna and Moseley 2002). El CORCEMA tiene 
en cuenta la relajación entre toda la red de protones del complejo molecular y 
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el intercambio entre estados del ligando, permitiendo calcular el espectro 
bidimensional de TR-NOESY a partir de la estructura del complejo molecular. 
El CORCEMA fue desarrollado a partir de los tratamientos matemáticos que 
explican el intercambio conformacional entre múltiples estados y la 
transferencia de la magnetización entre ellos (Krishna, Agresti et al. 1978, 
Krishna, Goldstein et al. 1980, Lee and Krishna 1992, Moseley, Curto et al. 
1995). El método parte del modelo simplificado de dos espines aislados que 
describió Solomon en sus ecuaciones (ecuaciones 1.2.2, 1.2.3 y 1.2.4) 
(Solomon 1955) y, para poder caracterizar todos los procesos de transferencia 
de magnetización, construye dos matrices: la matriz de relajación completa (R) 
y la matriz de intercambio conformacional completa (K). En la matriz de 
relajación completa se describen las interacciones dipolares entre todos los 
espines del sistema; mientras que, en la matriz de intercambio conformacional 
se describen las transferencias de saturación entre los diferentes estados. 
La aproximación CORCEMA aumenta el potencial del experimento de TR-
NOESY. Pero, para obtener una predicción completa de la unión del ligando 
mediante técnicas de RMN, se necesita acoplar los datos de TR-NOESY a otro 
tipo de método que permita conocer con rigurosidad la orientación de la 
molécula en el sitio de unión. Existen varias técnicas basadas en RMN 
dedicadas a caracterizar la unión de los complejos moleculares (Meyer and 
Peters 2003, Wagstaff, Taylor et al. 2013), entre los que se puede encontrar la 
Diferencia de Transferida de Saturación (STD-NMR). El STD-NMR es un 
técnica de RMN robusta que extrae, del complejo molecular, la información 
estructural relacionada con la interacción entre el ligando y el receptor. Por su 
importancia, en el siguiente apartado se ahondará en los fundamentos de esta 
técnica. 
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1.2.4 Diferencia de Transferencia de Saturación 
 
La Diferencia de Transferencia de Saturación o STD-NMR por su acrónimo en 
inglés (“Saturation Transfer Difference”), es un método de RMN enfocado a 
caracterizar la unión entre macromoléculas y compuestos pequeños con un 
intercambio rápido entre estados. Esta metodología goza de múltiples ventajas; 
entre las más atractivas se encuentran la simplicidad del procedimiento 
experimental, el trabajo con bajas concentraciones de proteínas, la ausencia de 
marcaje isotópico, la casi inexistencia de límites en el tamaño del receptor y la 
facilidad con que se analizan los resultados. Todas estas características hacen 
del STD-NMR una técnica viable y potente. En la actualidad, se utiliza tanto en 
la investigación académica (Vogtherr and Peters 2000, Yuan 2005, Haselhorst, 
Blanchard et al. 2007) como en la industria farmacéutica (Peters and Meyer 
2001). 
El método es muy polifacético y con él se han llegado a determinar constantes 
químico-físicas (Keller, Picot et al. 1979, Smith 1979, Cheshnovsky and Navon 
1980, Angulo, Enríquez-Navas et al. 2010), elucidar estructuras de complejos 
formados por carbohidratos (Poveda, Asensio et al. 1997, Poveda and 
Jimenez-Barbero 1998, Jimenez-Barbero, Asenslo et al. 1999, Jayalakshmi, 
Biet et al. 2004, Yuan 2005, Szczepina, Bleile et al. 2011), agentes 
anticancerígenos (Antúnez-Mojica, Rodríguez-Salarichs et al. 2016, Barra, 
Jiménez et al. 2016, Jantsch, Nieto et al. 2016) y antibióticos (Marcelo, Huecas 
et al. 2013). Desde su creación, el STD-NMR se convirtió en una técnica 
relevante en la caracterización de complejos moleculares de proteínas y 
ligandos (Cayley, Albrand et al. 1979, Birdsall, Feeney et al. 1980). 
Ya a finales del siglo XX, el STD-NMR se empezó a utilizar en el cribado 
experimental de fármacos (Viegas, Manso et al. 2011, Wagstaff, Taylor et al. 
2013, Barra, Jiménez et al. 2016). Esta nueva área fue posible por el método 
de Mayer y Meyer (Mayer and Meyer 1999, Meyer and Peters 2003). El método 
estaba dirigido al reconocimiento de la o las moléculas capaces de unirse a una 
 
 
 
 
 
34  
 
proteína de interés a partir de una librería de fármacos. Con esta nueva 
aplicación, el STD-NMR fue catapultado hacia la industria farmacológica 
(Peters and Meyer 2001). 
El avance tecnológico en los siguientes años fue secundado por la 
reestructuración y evolución de los métodos espectroscópicos. Como técnica, 
su uso en la caracterización estructural de complejos moleculares es cada vez 
más extendido; con ella, se han logrado caracterizar sistemas moleculares que 
no ha sido posible resolver mediante DRX o crio-ME. Por otro parte y de 
carácter más novedoso, gracias a que los espectros de STD-NMR se pueden 
obtener en un medio biológico, se ha empezado a utilizar en el reconocimiento 
molecular de complejos proteína-ligando en experimentos “in-cellulo” (Assadi-
Porter, Tonelli et al. 2008, Maggioni, von Itzstein et al. 2008, Yanamala, Dutta 
et al. 2010, Nietlispach and Gautier 2011, Venkitakrishnan, Benard et al. 2012, 
Hayafune, Berisio et al. 2014).  
Anteriormente comentamos que la metodología experimental es simple y 
robusta, pero hasta ahora solo hemos destacado las ventajas y aplicaciones de 
la técnica. Como nuestro trabajo está estrechamente relacionado con el STD-
NMR y su aplicación en la resolución estructural de complejos moleculares; el 
método se comentará con más detalle. 
Un experimento de STD-NMR consta de tres pasos fundamentales (Figura 
1.2.9). En el primer paso se procede a obtener un espectro monodimensional 
de Resonancia Magnética Nuclear protónico (1H-RMN) del ligando en una 
disolución compuesta por el o los ligandos en presencia de su proteína diana. 
En este experimento, la frecuencia de irradiación de la secuencia de pulsos de 
radiofrecuencia (B1) se fija a valores lejanos de todas las frecuencias de 
precesión de los protones del ligando y la proteína (~100 ppm), para así tener 
la referencia de las intensidades del espectro sin saturación. El espectro que 
resulta de este experimento será utilizado como referencia en el último paso del 
método. 
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En un segundo paso, se irradian selectivamente los protones de la proteína de 
la misma solución, imponiendo un pulso de radiofrecuencia entorno a las 
frecuencias de precesión de los hidrógenos metílicos o aromáticos. La 
frecuencia del pulso tiene que tener una diferencia de al menos 1 ppm con 
respecto a la señal más cercana del ligando, y usualmente, la región se escoge 
a partir del estudio del espectro del ligando en estado libre. Se suele utilizar en 
los experimentos la región del espectro entorno a -1.5 ppm si se irradian los 
metilos de la macromolécula. (Meyer and Peters 2003). 
 
 
Figura 1.2.9 Secuencia de pulsos descrita por Bernd Meyer and Thomas 
Peters para el experimento STD-NMR (Meyer and Peters 2003). El pulso 
selectivo se compone de un pulso gaussiano de 50 ms y un tiempo de espera 
entre pulsos de ?=1ms. La intensidad del pulso gaussiano de saturación 
selectiva es ?B1=86 Hz. n es el número de pulsos y típicamente es igual a 40. 
La frecuencia del pulso selectivo es modificada al finalizar cada secuencia de 
pulsos entre -1,5 ppm (magnetización de los protones metílicos de la proteína) 
y 100 ppm. d1 es el tiempo que se espera entre las distintas acumulaciones 
para que las señales relajen. ?1 y ?2 son las fases de los pulsos. t2 es el tiempo 
de adquisición. T1? es un pulso de bloque de espín (“spin-lock”) de 30 ms y 
fase ?2 que se utiliza para eliminar las señales anchas debidas a la proteína. 
En este procedimiento de STD-NMR, la substracción se realiza al finalizar las 
secuencias de pulsos. 
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Cuando la proteína es globular, la difusión de la magnetización se transmite 
homogéneamente por toda la proteína. Tras al pulso de saturación selectiva, en 
un corto período de tiempo, todos los protones de la proteína se encontrarán 
saturados y la saturación también se transferirá a los protones de las moléculas 
enlazadas a la macromolécula. 
Por lo general, los pulsos de radiofrecuencias se aplican unos ~2 s (Angulo, 
Enríquez-Navas et al. 2010), ocurriendo en el transcurso de este tiempo 
múltiples intercambios químicos entre las moléculas ligadas y las 
macromoléculas. En cada intercambio, las moléculas ligadas se disocian y 
moléculas no saturadas provenientes de la solución pueden ocupar los sitios de 
unión libres (Figura 1.2.10). Si los compuestos tienen una disociación rápida 
(>1 Hz) (Meyer and Peters 2003, Wagstaff, Taylor et al. 2013), mediante el 
intercambio químico la magnetización se transferirá eficientemente desde la 
proteína hacia las moléculas del ligando en solución (Figura 1.2.10).  
Las moléculas de ligando disociadas, por su pequeño tamaño, necesitan 
tiempo más largos para relajar totalmente su saturación. El tiempo está 
condicionado por el tamaño de los ligandos y se encuentra en el orden de los 
segundos. La combinación de los intercambios químicos y los largos tiempos 
de relajación induce la acumulación de la magnetización en solución. Si 
además consideramos relaciones proteína-ligando en un rango de 1:10 a 
1:1000 (Jayalakshmi, Biet et al. 2004, Krishna and Jayalakshmi 2008), 
logramos amplificar el efecto acumulativo de la saturación en solución, lo que 
nos permite mejorar la relación señal-ruido de los espectros.  
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Figura 1.2.10 Representación esquemática de los diferentes pasos de un 
experimento STD-NMR. En la parte superior de la imagen se encuentran 
representadas las uniones entre la proteína y el ligando en un experimento 
estándar de 1H-RMN (izquierda) y cuando se satura selectivamente los 
protones de la proteína (derecha). Además, se ilustran los procesos de 
relajación del sistema: intercambio químico (rojo), relajación intermolecular 
(naranja) y relajación intramolecular en el ligando (verde). La relajación 
intramolecular en la proteína no se representa. En la parte inferior de la figura 
se ilustran los espectros que se obtendrían a partir de los dos pasos. Además, 
se muestra el espectro diferencia (STD-NMR). La saturación protónica se 
representa con tonalidades de azules, siendo representados los protones más 
saturados con un azul intenso y los protones menos saturados con un azul 
claro. En ausencia de saturación los protones se representan con un morado 
claro. 
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En el tercer paso se procede a restar los espectros del primer y segundo paso 
para obtener el espectro STD-NMR (Figura 1.2.10). Al depender los valores de 
STD-NMR de la distancia entre los protones del ligando y la superficie de la 
proteína, se pueden caracterizar a partir de sus intensidades la estructura de 
los complejos moleculares. Hasta el momento no existe ninguna aproximación 
matemática que nos permita resolver directamente la estructura 3D del 
complejo molecular a partir de los datos de STD-NMR. En su ausencia, varias 
metodologías de modelado molecular son utilizadas para predecir la orientación 
de la estructura. En un procedimiento estándar, se utilizan algoritmos de 
acoplamiento molecular (docking) combinados con algoritmos de exploración 
conformacional y optimización estructural (Canales, Rodríguez-Salarichs et al. 
2011, Matesanz, Rodríguez-Salarichs et al. 2011, Jantsch, Nieto et al. 2016). 
La modelación molecular permite explorar el espacio de coordenadas en busca 
de la estructura que mejor representa los datos de STD-NMR experimentales. 
Pero, para comparar la estructura y las intensidades de un complejo molecular, 
es necesario un método matemático que relacione, mediante una ecuación 
analítica, las coordenadas de los complejos moleculares y las intensidades de 
STD-NMR.  
Con tal finalidad, en el 2002 la aproximación matricial CORCEMA se adaptó al 
experimento  STD-NMR (CORCEMA-ST) (Jayalakshmi and Krishna 2002). Con 
la aparición del CORCEMA-ST el estudio estructural del acoplamiento 
molecular mejoró significativamente, logrando incluso la descripción de 
múltiples modos de unión entre los complejos moleculares (Angulo, Díaz et al. 
2008). 
La formulación del CORCEMA-ST se expresa, asumiendo un tiempo infinito 
entre secuencias de pulso, como 
 
 ࡵ(ݐ) = ࡵ࢕ +  [૚ − ݁ݔ݌{−ࡰݐ}]ࡰି૚ࡽ 1.2.7 
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donde I(t) es una matriz columna que contiene la magnetización en el estado 
unido y libre de los protones del ligando y los protones de la proteína que no 
experimentan directamente el pulso de radiofrecuencia, Io es la matriz de 
magnetización correspondiente al estado de equilibrio térmico, Q es una matriz 
columna que contiene los términos de relajación cruzada entre los protones 
que experimentan directamente el pulso de radiofrecuencia y el resto de 
protones de la proteína y el ligando; tanto en el estado unido, como en el libre, 
‘t’ es el período de tiempo que se irradian los protones de la proteína, D (matriz 
dinámica) es una matriz cuadrada y es igual a la suma de la matriz de 
velocidad de relajación completa (R) y la matriz de intercambio conformacional 
completa (K). A su vez, R está compuesta por las matrices de relajación 
completa de todos los protones en el estado libre (Rf) y unido (Rb). 
 
 ࡾ = ൤
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En la matriz, RL y RP son las matrices de velocidad de relajación del ligando y 
la proteína respectivamente en el estado libre, mientras que RL´ y RP´ son las 
matrices de velocidad de relajación del ligando y la proteína en el complejo 
molecular. Además, podemos encontrar la matriz Rc´ y su traspuesta Rc´T; 
matrices que están relacionadas con la relajación dipolar cruzada 
intermolecular en el complejo. A su vez, la matriz de intercambio 
conformacional completo o matriz cinética (K) está compuesta por dos 
submatrices K1 y K-1 
  
 ࡷ = ൤
ࡷ૚ −ࡷି૚
−ࡷ૚ ࡷି૚
൨ = ൦
࢑૚ࡸ ૙
૙ ࢑૚ࡼ
−࢑ି૚ࡸ ૙
૙ −࢑ି૚ࡼ
−࢑૚ࡸ ૙
૙ −࢑૚ࡼ
࢑ି૚ࡸ ૙
૙ ࢑ି૚ࡼ
൪ 1.2.9 
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siendo k1L = k1L1L, k1P = k1P1P, k-1L = k-11L, y k-1P = k-11P, donde 1N es la matriz 
unidad con una dimensión de N protones, y k1 y k-1 son las velocidades 
cinéticas de asociación y disociación respectivamente. 
 
La matriz CORCEMA-ST sólo permite calcular cuantitativamente los datos de 
STD-NMR, así que si se desea llegar a obtener una estructura es necesario 
utilizar métodos de modelado molecular. Pero, las metodologías de modelado 
molecular tienen sus propias funciones de evaluación; por consiguiente, la 
evaluación estructural basada en datos de STD-NMR es pasiva, ya que la 
evaluación se realiza al finalizar los cálculos de modelación. 
En la RMN existe el factor R-NOE o factor Re (ecuación 1.2.10). Este factor Re 
es una función de error residual proveniente de los rayos-X que se utiliza en los 
experimentos de STD-NMR para describir la diferencia existente entre los datos 
experimentales y los calculados. La primer versión del factor R-NOE se utilizó 
en el estudio de complejos metálicos (Willcott, Lenkinski et al. 1972) y su 
estructura no ha cambiado mucho hasta la fecha (ecuación 1.2.10). 
 
 ܴ݁ = ඩ
∑ ௞ܹ൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶேೞ
௞ୀଵ
∑ ௞ܹ൫ܵ௘௫௣,௞൯
ଶேೞ
௞ୀଵ
 1.2.10 
 
En la ecuación, Sexp,k y Scal,k son las intensidades experimentales y calculadas 
del STD-NMR del protón k, Wk es un factor de peso igual a 1/Sexp,k, y Ns es el 
número de protones del ligando con una adecuada señal de STD-NMR 
experimental. La relación inversa entre el factor de peso (Wk) es adicionada 
para que la función sea igualmente sensible tanto a los pequeños cambios de 
intensidades que sufren los protones lejanos a la superficie de la proteína como 
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a las desviaciones de los protones que están muy cerca de la superficie de la 
proteína. 
El factor Re se ha ido utilizando en la evaluación de la estructura de complejos 
moleculares obtenidas por modelado molecular desde que se creó el 
CORCEMA-ST (Jayalakshmi and Krishna 2002). Pero, no es hasta el 2004, 
que el factor R-NOE se aplica, por primera vez, en la determinación activa de la 
estructura de un complejo molecular. En el trabajo Jayalakshmi se crea un 
protocolo híbrido de modelado molecular que implementa el factor Re como 
función de evaluación estructural en un procedimiento de exploración 
conformacional dedicado a optimizar la estructura de Uridina difosfato 
galactosa (UDP-galactosa) en el sitio de unión de galactosiltransferasa 
(Jayalakshmi, Biet et al. 2004). En ese trabajo se demostró que, mediante la 
utilización activa de los datos de STD-NMR y en particular el factor R-NOE, se 
puede obtener la estructura-3D de un complejo molecular guiada por datos de 
RMN. 
La ausencia de controles experimentales que guíen los procedimientos de 
modelado molecular hacia la creación de la estructura-3D convierte los 
procedimientos mixtos en procedimientos poco fiables, ya que éstos no 
presentan los suficientes mecanismos de control para conocer si la estructura 
generada es la que mejor representa la información descrita por los datos 
experimentales. Una solución viable que se le puede dar a este problema sería 
el diseño de un algoritmo autoconsistente basado en los datos de RMN capaz 
de crear y evaluar activamente la estructura de un complejo molecular.
Sin embargo, la dependencia de las intensidades de STD-NMR de las 
condiciones experimentales, tales como las velocidades cinéticas de asociación 
y disociación del ligando o los tiempos de correlación de las moléculas, 
aumenta la complejidad del problema. Asimismo, no siempre es posible 
determinar experimentalmente los parámetros químico-físicos. De esta manera 
se hace necesaria una metodología que sea capaz de encontrar la estructura 
correcta sin conocer los valores de los parámetros químico-físicos. 
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Anteriormente se comentó que los datos de STD-NMR dependen de los 
acoplamientos dipolares intramoleculares e intermoleculares entre la proteína y 
el ligando. Aun así, los datos que se extraen de los espectros de STD-NMR no 
son suficientes para poder describir todas las coordenadas atómicas del 
complejo molecular. Por consiguiente, se hace necesaria la aplicación de otras 
metodologías para resolver todo el sistema molecular. Así que, en el diseño de 
un nuevo algoritmo basado en el experimento de STD-NMR, se tiene que 
contemplar la complementariedad del algoritmo con técnicas de RMN, DRX y 
crio-ME. 
Además, los experimentos de STD-NMR pueden presentar artefactos 
experimentales que no se incluyen en la aproximación matricial del CORCEMA. 
Entre los más comunes se encuentran los procesos de relajación que no son 
producto del efecto NOE, la reasociación de moléculas de ligando 
anteriormente saturadas, múltiples poses de unión, etcétera. Todos ellos 
pueden provocar una divergencia en los resultados si no se tienen en cuenta. 
Por este motivo, el nuevo algoritmo tiene que tener en cuenta todos estos 
factores. Por último, la automatización del algoritmo sería bien acogida, ya que 
permitiría que el procedimiento estuviera al alcance del personal científico 
menos especializado y, por lo tanto, tuviera una mejor acogida en la comunidad 
científica. La combinación de todas las necesidades que tiene que cubrir el 
algoritmo convierte su diseño en un reto. 
Aunque el STD-NMR es muy usado en la caracterización de los modos de 
unión de los complejos moleculares, la necesidad de un algoritmo que procure 
que los resultados sean cuantitativos se hace patente. Por eso, el trabajo va a 
versar sobre el diseño e implementación de una metodología híbrida, 
autoconsistente y analítica, que permita resolver la estructura-3D de complejos 
moleculares basada en datos de STD-NMR, Tr-NOE y datos cristalográficos. 
La metodología se centrará en el acoplamiento y optimización de la orientación 
del ligando en el sitio de unión de la macromolécula, extrayéndose las 
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coordenadas del ligando y la proteína a partir de experimentos de TR-NOESY y 
DRX respectivamente. 
El trabajo estará encaminado a la creación de un programa automático y 
amigable para el usuario que facilite el trabajo tanto con los datos de STD-NMR 
como con la estructura de la proteína, el ligando y el complejo molecular. 
Además, para que el programa sea útil, la metodología que se implemente 
tiene que asegurar que la estructura real se encuentre el 100% de las veces, y 
además debe facilitar algún parámetro relacionado con la calidad de los 
resultados. Con este fin, diversas funciones de puntuación serán diseñadas e 
implementadas junto con el factor R-NOE en el programa automático. Además, 
la función error se derivará a partir de la función de dos de los factores R para 
obtener otro indicativo de calidad. 
Posterior al diseño e implementación de las metodologías, se procederá a 
resolver tanto la estructura de cinco sistemas con estructuras conocidas como 
la estructura de un complejo molecular en un caso real de importancia para la 
biomedicina. En este último punto, a partir de la resolución de la estructura del 
complejo molecular, se llegará a caracterizar el mecanismo de asociación 
covalente de una familia de fármaco con propiedades anticancerígenas (Field, 
Pera et al. 2012) que evitan, mediante la unión covalente, los mecanismos más 
comunes de resistencia a fármacos (Shabbits, Krishna et al. 2001).  
 
1.3 Caracterización de la unión colvalente entre la tubulina y la dactilolida 
 
En el transcurso de nuestro trabajo se utilizarán repetidas veces sistemas 
moleculares que contienen ?,?-tubulina como estructuras de referencias. 
Además, se resolverá su estructura en la unión covalentemente con la 
dactilolida, compuesto que pertenece a una familia de fármacos con 
propiedades anticancerígenas que evitan los mecanismos de resistencia 
celular. Por esto, creemos oportuno introducir la proteína brevemente. 
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El término tubulina se refiere a una familia de proteínas globulares altamente 
conservadas entre todas las células eucariotas y sus respectivos homólogos 
estructurales en bacterias (Jenkins, Samudrala et al. 2002, Schlieper, Oliva et 
al. 2005). Todas las proteínas pertenecientes a esta familia presentan un centro 
receptor de guanosina-5'-trifosfato (GTP) y se caracterizan por ser guanosina 
trifosfatasas (GTPasas). La familia de las tubulinas está formada por alfa (?), 
beta (?) y gamma (?) tubulina. A su vez, las tubulinas ?- y ?- tienen un por 
ciento de similitud del 50% y presentan un peso molecular de 55 kDa. 
Los microtúbulos, por su parte, están formados por una serie de repeticiones 
de heterodímeros de ?,?-tubulina y son parte fundamental del citoesqueleto. 
Los microtúbulos están involucrados en diferentes mecanismos celulares; de 
ellos, la interacción con el huso mitótico durante la división celular ha sido 
ampliamente estudiada por su relevancia para el campo de la biomedicina. La 
función del huso mitótico es la de anclar los microtúbulos a una estructura 
proteica situada sobre los cromosomas (cinetocoro). Mediante tal construcción, 
la célula es capaz de desplazar los cromosomas hacia los polos. Así, cuando la 
célula se divide, logra un reparto equitativo de los cromosomas. A causa de la 
función de la tubulina en la división celular, esta proteína constituye una de las 
dianas más comunes en terapias químicas contra el cáncer (Bhalla 2003, 
Honore, Kamath et al. 2003, Mani, Macapinlac et al. 2004). 
Los compuestos químicos cuya diana son los microtúbulos celulares y 
producen la parada del ciclo celular en mitosis se les denomina agentes 
antimitóticos. El modo de unión de éstos puede variar, así como el efecto 
producido sobre los microtúbulos; ya que tanto el heterodímero de ?,?-tubulina 
como sus formas poliméricas presentan diversos sitios de unión a fármacos. La 
ocupación de cada uno de los sitios por ligandos puede causar modificaciones 
estructurales que repercuten en la dinámica de los microtúbulos celulares. 
Algunos fármacos estabilizan los microtúbulos, otros favorecen la forma 
dimérica y por último, existe un grupo que tiende a polimerizar la tubulina en 
agregados que impiden la formación de los microtúbulos (Checchi, Nettles et al. 
Desarrollo y validación experimental de un método para la 
obtención de estructuras de complejos ligando/receptor 
basado en Resonancia Magnética Nuclear 
 ͥ͟͠͞
 
 45 
 
2003). Al final, según el efecto que produzcan, se clasifican como agentes 
desestabilizadores de microtúbulos (MDA) o en agentes estabilizadores de 
microtúbulos (MSA). Los fármacos de ambos grupos, al administrarse a las 
concentraciones adecuadas, son capaces de suprimir la dinámica microtubular, 
bloquear la progresión de la mitosis e inducir la apoptosis (Jordan 2002, Jordan 
and Wilson 2004). 
En particular, los agentes estabilizadores de microtúbulos son compuestos que 
al unirse a los microtúbulos favorecen su crecimiento y estabilización (Checchi, 
Nettles et al. 2003). La variación en la estabilidad de los microtúbulos altera, 
como se comentó anteriormente, la dinámica en la célula, que a su vez produce 
un bloqueo en el ciclo celular e induce la apoptosis (Jordan, Wendell et al. 
1996). Por su importancia, los mecanismos de acción de estos compuestos 
están en constante estudio, lo que permite la obtención de nuevas drogas con 
propiedades antimitóticas mejoradas. 
La dactilolida sintética es el enantiómero del producto natural extraído de la 
esponja “Dactylospongia sp.” (Cutignano, Bruno et al. 2001). Ambos 
compuestos son macrólidos con estructuras absolutamente opuestas. Tienen 
un estereocentro localizado en el átomo de carbono enlazado al grupo aldehído 
y un anillo 4-metilen-tetrahidropirano fusionado a un núcleo macrocíclico de 
lactona (Figura 1.3.1). A partir de ahora, nos referiremos a la dactilolida 
sintética solamente como dactilolida (DAC). 
La dactilolida es un agente estabilizante de microtúbulos que se une 
covalentemente a la ?-tubulina, y cuando se combina con células cancerígenas 
exhibe cierta citotoxicidad (Cutignano, Bruno et al. 2001). La unión covalente 
de fármacos anticancerígenos permite la evasión por parte de éstos de algunos 
de los mecanismos más comunes de resistencia tumoral (Kavallaris 2010). La 
resistencia a fármaco es una de las causas fundamentales de muerte en 
pacientes con cáncer (Siegel, Miller et al. 2015, Torre, Bray et al. 2015), así que 
la incorporación de compuestos como la dactilolida en terapias convencionales 
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puede reducir, en los pacientes, los efectos causados por la resistencia a 
fármacos (Buey, Calvo et al. 2007, Yang, Barasoain et al. 2007). 
Por su importancia, las propiedades de la dactilolida como agente antitumoral 
fueron estudiadas recientemente por nuestro grupo mediante ensayos 
bioquímicos y celulares (Field, Pera et al. 2012). El análisis de los resultados 
reveló que el compuesto logra modificar la estructura microtubular mediante la 
formación de manojos de microtúbulos largos y poco abundantes en las células 
de carcinoma de pulmón A549 (Figura 1.3.1-B). En las mismas micrografías, se 
encontraron husos mitóticos aberrantes y células micronucleadas, que en 
conjunto frenaron el ciclo celular en la fase G2M y arrastraron a las células 
hacia la apoptosis (Field, Pera et al. 2012). 
 
 
 
Figura 1.3.1. Estructura de la dactilolida. (A-B) Micrografías del efecto celular 
de la dactilolida sobre la red de microtúbulos y la morfología nuclear en el ciclo 
celular de la célula de carcinoma de pulmón A549. Micrografías de células 
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A549 incubadas por 24h con DMSO (A) y 10?M de dactilolida (B). Los 
microtúbulos (verde) se muestran mediante la inmunotinción con el anticuerpo 
monoclonal de ?-tubulina y el DNA (azul) se muestra mediante su tinción con 
Hoechst 33342. Insertados, el huso mitótico en las mismas preparaciones. La 
barra de escala representa 10 ?m. (C) Representación de un ensayo de 
competición entre el Flutax-2 y MSAs por la unión por los microtúbulos. 
Desplazamiento de flutax-2 (50?M) por zampanolida (negra), docetaxel (rojo), 
epotilona-A (verde) y dactilolida (azul). (D) Cinética de reacción de diferentes 
ligandos con los microtúbulos. Círculos, Flutax-2 remanente en el sitio de unión 
de Taxol cuando se incuba con DMSO (negro), ZMP natural (azul claro), ZMP 
sintética (verde) y DAC (rojo). Cuadrados, DAC sin reaccionar presente en 
solución en presencia de tampón (negro) y DMSO (rojo). 
 
Con el fin de conocer el comportamiento molecular de la dactilolida sobre la 
?,?-tubulina, se realizaron diversos análisis bioquímicos bajo condiciones no 
polimerizantes. Primero, se analizó la habilidad de la DAC para desplazar 
Flutax-2 del sitio de unión. El Flutax-2 es un derivado fluorescente del paclitaxel 
que se caracteriza por un eficiente grupo fluoróforo y una reducida constante 
de asociación. Mediante este estudio, se puede conocer si la dactilolida se une 
a alguno de los sitios del Taxol® (sitio externo localizado en el poro tipo I o en 
el sitio interno en la forma microtubular (Díaz, Barasoain et al. 2003)). 
El Flutax-2, la dactilolida y el heterodímero de ?,?-tubulina se disolvieron bajo 
condiciones polimerizantes en diversas soluciones con concentraciones 
crecientes de dactilolida. La fluorescencia fue medida para cada solución y con 
las intensidades, se construyó la curva de desplazamiento de Flutax-2 (Figura 
1.3.1-C). En el ensayo, las curvas del desplazamiento de conocidos agentes 
estabilizantes de microtúbulos fueron obtenidas para tenerlas como 
referencias. El desplazamiento de Flutax-2 por la dactilolida se evidenció a 
partir de10-6 M de fármaco. En cambio, compuestos conocidos como el 
 
 
 
 
 
48  
 
docetaxel o la epotilona-A llegan a desplazar el Flutax-2 cuando sus 
concentraciones alcanzaban valores de 10-8 M.  
Por otra parte, se obtuvieron las constantes de asociación aparente de la 
dactilolida a diferentes temperaturas (Kaap(26 oC)=0,6 ± 0,1 × 106 M-1 y Kaap(35 
oC)=1,35 ± 0,01 × 106 M-1 ). Como se puede observar, al aumentar la 
temperatura aumenta la constante de asociación. Esta dependencia es opuesta 
a la esperada en un compuesto que forma una unión no covalente (Buey, 
Barasoain et al. 2005, Matesanz, Barasoain et al. 2008) y sin embargo, se 
asemeja al comportamiento obtenido en la unión covalente de la cicloestreptina 
(Edler, Buey et al. 2005). Ambos resultados parecen ser incompatibles; según 
las constantes de asociación, la dactilolida se comporta igual que los 
compuestos que se unen covalentemente a la ?-tubulina y sin embargo, 
desplaza menos Flutax-2 que fármacos con uniones no covalentes como el 
docetaxel o la epotilona-A.  
A causa de tal incongruencia, el análisis de la cinética del proceso de unión 
puede ayudarnos a conocer qué ocurre en dicha unión. Por lo tanto, se estudió 
la cinética de asociación mediante un ensayo de HPLC y otro de fluorescencia 
(Figura 1.3.1-D). Con el ensayo de HPLC se pretendió monitorizar la cinética 
de asociación de la unión no covalente mediante la cuantificación de la 
dactilolida disuelta en solución y sin reaccionar. Por otra parte, la asociación 
covalente fue estudiada mediante un ensayo de fluorescencia, en el cual se 
monitoriza, mediante la posterior adición de Flutax-2, la reducción de los sitios 
de unión disponibles en ?-tubulina, mediante la preparación de varias 
soluciones en presencia de concentraciones creciente de dactilolida. A partir de 
estos experimentos se determinó si la unión covalente es inmediata o existe un 
intercambio químico rápido cuando el compuesto está asociado, pero no unido 
covalentemente. 
A partir de este estudio se desprendió que la reacción covalente de la DAC es 
lenta, presentando una constante cinética aparente del orden de 0,12 hr-1 
(medición realizada a través del intercambio con Flutax-2) (ver datos 
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representados como círculos rojos en la Figura 1.3.1-D); mientras que la 
reacción no covalente medida por HPLC fue 10 veces más rápida, con una 
constante de velocidad cinética de asociación aparente de 1 hr-1 (ver datos 
representados como cuadrados negros en la Figura 1.3.1-D). Este resultado 
muestró el retraso significativo que presenta el proceso de unión covalente 
comparado con el proceso anterior de asociación no covalente de la DAC. La 
diferencia entre ambas velocidades sugiere, claramente, que el compuesto 
asociado está bajo un intercambio rápido con el medio, reduciendo así la 
velocidad cinética del enlace covalente. 
En el mismo estudio se caracterizó paralelamente la unión de la zampanolida 
(ZMP) en el sitio del Taxol®. La zampanolida es un compuesto natural 
altamente insaturado proveniente de la esponja marina “Fasciospongia rimosa” 
(Tanaka and Higa 1996). Su estructura está compuesta por un anillo 
macrocíclico de lactona de 20 miembros y una cadena lateral N-acil 
hemiaminal. Por tanto, los anillos macrocíclicos de la ZMP y DAC son idénticos, 
así que sus estructuras difieren sólo en la región de la cadena lateral (la DAC 
no tiene cadena lateral). Al estudiar la reacción en ambos compuestos, se 
encontró que la presencia de la cadena lateral favorece la unión covalente de la 
ZMP, ya que finaliza su reacción en solo ~30 min (ver datos representados con 
círculos azules claros (ZMP natural) y verdes (ZMP sintética) en la Figura 1.3.1-
D) (Field, Pera et al. 2012). Así que la reacción covalente es sensiblemente 
más rápida en la ZMP que en la DAC (
ଵ
଴,ଵଶ
 h-1 = 8,33 horas), y esto se debe a la 
interacción de la cadena lateral de la ZMP con el lazo-M de la ?-tubulina 
(Figura 5.3.2-C) (Prota, Bargsten et al. 2013). Esta interacción induce la 
estabilización del sitio interno de la ?-tubulina, lo que provoca que la ZMP tenga 
una constante de asociación aparente elevada (Kaap(26 oC)=1,4 ± 0,3 × 108 M-
1). 
Los procesos de estabilización molecular de la ZMP en el sitio del Taxol ® 
permitieron su cristalización junto con el complejo T2R (Prota, Bargsten et al. 
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2013). Como se comentó anteriormente, el complejo T2R está compuesto por 
dos heteródímeros de ?,?-tubulina unidos mediante la proteína RB3 y la 
enzima tubulina-tirosina ligasa (TTL). RB3 es una proteína neural que comparte 
el dominio de unión a microtúbulos con la estatmina Op18 (Honnappa, Cutting 
et al. 2003). Este se une a los dos dímeros alineados y polarizados por la cara 
opuesta a la del lazo-M mientras que, por su extremo N-terminal, contacta con 
el extremo negativo del tetrámero a modo de capuchón. Esta unión constituye 
la estructura conocida como T2R y no tiene la capacidad de polimerizar ni la de 
desensamblarse (Gigant, Wang et al. 2005) (Figura 5.3.2-A). 
En la estructura cristalográfica, se encontró que la zampanolida estaba 
enlazada al sitio de ?2-tubulina, no encontrándose evidencias en las 
densidades electrónicas que probara su presencia en ?1-tubulina. Esta 
diferencia se debe a la estructura existente en el cristal; en ésta, el sitio de 
unión en ?1-tubulina se encuentra menos expuesto que el sitio localizado en 
?2-tubulina, lo que reduce el acceso a ?1-tubulina y favorece la reacción 
covalente en ?2-tubulina. Al caracterizar la asociación en ?2-tubulina, se 
encontró que la zampanolida se había unido covalentemente a la HIS229. 
Información que ratificaba los resultados obtenidos años antes mediante 
estudios de espectrometría de masas acoplado a HPLC (Field, Pera et al. 
2012). 
En el transcurso de nuestro trabajo, se llegará a resolver la estructura de la 
dactilolida unida al tetrámero T2R mediante el método híbrido obtendio con el 
acoplamiento de los datos de DRX y RMN. A partir de la estructura se llegará a 
caracterizar la unión covalente entre la familia de compuestos de la dactilolida y 
zampanolida a la tubulina. Las conclusiones de este trabajo posiblemente 
ayudarán al desarrollo de nuevos fármacos con la capacidad de evitar los 
mecanismos de resistencias contra fármacos en las células cancerígenas. 
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2 Hipótesis 
 
Es posible la implementación de una metodología híbrida, autoconsistente y 
automática basada en datos de STD-NMR, TR-NOESY y DRX que permita 
resolver experimentalmente la estructura de los complejos moleculares 
proteína-ligando. 
 
3 Objetivos
 
- Diseñar una o unas funciones para evaluar la diferencia entre los datos 
de NMR experimentales y los calculados a partir de las coordenadas de 
un complejo molecular. 
- Diseñar una metodología autoconsistente que permita obtener la 
estructura 3D de un complejo molecular mediante un algoritmo guiado 
por datos de NMR. 
- Implementar las funciones y la metodología en un programa que 
obtenga la estructura de los complejos moleculares automáticamente. 
- Analizar las condiciones necesarias para que el nuevo programa 
asegure la obtención de la estructura que mejor describe los datos de 
STD-NMR experimentales. 
- Diseñar e implementar un método híbrido autoconsistente que permita 
resolver todas las coordenadas de un complejo molecular proteína-
ligando. 
- Caracterizar la unión covalente del complejo molecular de dactilolida y el 
heterodímero de ?,?-tubulina. 
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4 Materiales y métodos 
 
4.1 Productos químicos 
 
El dodecil sulfato sódico (SDS), el guanosín trifosfato (GTP) y el guanosín 
difosfato (GDP) fueron de Sigma. El Sephadex G25 y el DEAE Sephadex A50 
fueron de Amersham. El cloruro de guanidinio fue de United States Biochemical 
Corporation. El DMSO grado espectroscopía, el DMSO-d6 grado 
espectroscopía, el fosfato monosódico y disódico grado analítico, el ácido 
etilen-diamino-tetra-acético (EDTA), el cloruro de magnesio grado analítico, el 
sulfato de amonio puro y para análisis, la sacarosa grado para fines 
bioquímicos, el cloruro de potasio grado analítico, el acetato de uranilo fueron 
de Merck. El glutaraldehído grado microscopía fue de Emscope. El borohidruro 
sódico fue de Sigma.  
 
4.2 Tampones 
 
Tampón PEDTAx-x’ mM GTP/GDP: 10 mM de fosfato sódico 
(NaH2PO4/Na2HPO4), 1 mM de EDTA, 7 mM de MgCl2 y 1 mM de GTP/GDP a 
pH 7,0. 
 
4.3 Proteínas 
 
La tubulina empleada se purificó a partir de de cerebros bovinos de edades 
inferiores a 12 meses procedentes del Matadero Municipal Vicente de Lucas, 
en Segovia. El protocolo de purificación de tubulina empleado se basa en el 
protocolo descrito por Weisenberg (Weisenberg, Borisy et al. 1968, Lee, Frigon 
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et al. 1973) con la adición de algunas modificaciones (Andreu 2007). En cada 
purificación, se utilizan una media de 8 o 9 cerebros para obtener un 
rendimiento de 300 a 600 mg de tubulina purificada. En el procedimiento, se 
homogeneizan los sesos usando un homogeneizador de aspas, y 
posteriormente se eliminan las membranas celulares por centrifugación. A 
continuación, se procede a separar los componentes de la solución mediada 
repetidos pasos de precipitaciones salinas, precipitando la tubulina en 
presencia de un 43% de sulfato amónico en solución. El precipitado se 
resuspende, y se separa la tubulina mediante una cromatografía de intercambio 
iónico con DEAE-Sephadex A50. La muestra resultante se precipita de nuevo 
con sulfato amónico (43 %) y se resuspende en un pequeño volumen para, a 
continuación, cargarla en una columna de cromatografía de filtración en gel 
Sephadex G25. Seguidamente, se adicionan 30 mM de cloruro de magnesio a 
cada una de las fracciones recogidas para identificar las que contienen tubulina 
funcional. Las soluciones que contienen tubulina funcional se combinan y se 
someten a una diálisis de al menos 16 horas para eliminar el exceso de cloruro 
de magnesio. La solución de diálisis se prepara con 1 M sacarosa para 
crioproteger la tubulina. La concentración de tubulina se determina 
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 275 nm (?275nm=107000 M-
1cm-1), diluyendo 200 veces la solución en 6 M de cloruro de guanidinio 
(Andreu, Gorbunoff et al. 1984). Finalmente, la solución se distribuye 
convenientemente en pequeñas porciones de 5, 10 y 20mg de tubulina que son 
almacenadas posteriormente en nitrógeno líquido.  
Antes de realizar cada experimento, las alícuotas de tubulina se descongelan 
rápidamente y se equilibran en el tampón deseado mediante un proceso de 
cromatografía de filtración en gel, siendo la fase estacionaria una columna de 
0.9 x 25 cm de Sephadex G25. La presencia de tubulina en las fracciones se 
identifica espectrofotométricamente fijando la absorbancia a 295 nm. 
Posteriormente, las fracciones se centrifugan conjuntamente en un rotor TLA 
120.2, utilizando una centrífuga Optima TLX de Beckman, a 50000 rpm, por 10 
minutos y a 4 ºC. La concentración final de tubulina se determina 
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espectrofotométricamente diluyendo una porción 20 veces en 10 mM fosfato 
sódico, 0.1 % SDS, pH 7.0. 
 
4.4 Preparación de tubulina en condiciones no polimerizantes 
 
Con el fin de obtener diluciones homogéneas de tubulina y GDP (Díaz and 
Andreu 1993), la sacarosa se elimina del tampón de almacenamiento mediante 
una columna semiseca de centrífuga con Sephadex G25 (0,9 x 10 cm) y 
equilibrada en un tampón PEDTA-1 mM GDP (ver apartado 4.2). La solución de 
proteína resultante se incuba en hielo durante 10 minutos en presencia de 10 
mM de GDP. El exceso de nucleótido se elimina mediante cromatografía de 
filtración en gel, con Sephadex G25, en una columna de dimensiones 0,9 x 10 
cm y en presencia de un tampón de PEDTA-1 mM GDP. Las fracciones con 
absorbancias superiores a una unidad a 295 nm, se combinan y posteriormente 
se centrifugan a 50000 rpm, por 10 minutos, a 4 ºC, en un rotor TLA 120.2 y 
una centrífuga Optima TLX de Beckman. La concentración final de tubulina se 
determina espectrofotométricamente en 10 mM fosfato sódico, 0,1 % SDS y pH 
7,0; como se describe en el apartado 4.3. 
 
4.5 Preparación de muestras para experimentos de RMN 
Las muestras se preparan siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.4 y 
en (Canales, Rodríguez-Salarichs et al. 2011, Field, Pera et al. 2012, Pera, 
Barasoain et al. 2013). En resumen, en cada experimento se prepararon 500 
?L de soluciones deuteradas conteniendo 300 μM de ligando y 10 ?M de 
tubulina, con 2% de DMSO-d6, en un tampón a pH 7,0 que contiene NaPi 10 
mM, GTP 0,1 mM y D2O. 
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4.6 Experimentos de RMN 
 
Los experimentos de STD-NMR y TR-NOESY fueron realizados por la Dra. 
Ángeles Canales Mayordomo en el laboratorio del Dr. Jiménez-Barbero, en el 
Centro de Investigaciones Biológicas de Madrid (España), tal y como se 
describe en (Canales, Rodríguez-Salarichs et al. 2011, Field, Pera et al. 2012, 
Pera, Barasoain et al. 2013). Los experimentos de RMN se llevaron a cabo a 
298 K en DMSO-d6 con espectrómetros Bruker Avance de 500 MHz, 600 MHz 
y 700MHz. Los experimentos de STD-NMR se obtuvieron irradiando la muestra 
a -1 ppm y 100 ppm con un tiempo de saturación de 2 s, y concatenando 
pulsos gaussianos de 50 ms separados un tiempo de 1ms. El espectro de STD-
NMR se obtuvo substrayendo el espectro de saturación selectiva y el espectro 
unidimensional protónico (RMN-H1). Los datos resultantes se analizaron en el 
programa TopSpin 3.0 de Bruker. Solo se tuvieron en cuenta los picos no 
solapados con una SNR > 10. 
Los experimentos de TR-NOESY se adquirieron con una secuencia de pulsos 
con la supresión de agua Watergate y un tiempo de mezclado de 200 ms. En 
ellos no es necesario aplicar un pulso de bloque de espín para eliminar la señal 
de fondo de la proteína porque debido al tamaño de la proteína su señal no se 
observa. Como la adquisición de los datos demora unas horas en el transcurso 
de todos los experimento, fueron adquiridos diversos espectros de RMN-H1 
como control para verificar la existencia de cambios moleculares debidos a 
procesos de degradación. 
 
4.7 Experimentos de cristalografía y DRX 
 
Los experimentos de cristalografía con el compuesto PM060327 y la dactilolida 
unida al tetrámero de tubulina (T2R) fueron realizados por el Dr. Andrea Prota 
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en el laboratorio del Dr. Steinmetz, en el Paul Scherrer Institut, Villigen PSI 
(Suiza), tal y como se describe en (Prota, Bargsten et al. 2013). 
 
4.8 Cálculos de modelado molecular 
 
El estudio conformacional de los ligandos fue realizado en ausencia de la 
proteína utilizando el paquete Macromodel (Mohamadi, Richards et al. 1990), el 
campo de fuerzas OPLS2005 (Jorgensen and Tiradorives 1988, Jorgensen, 
Maxwell et al. 1996, Kaminski, Friesner et al. 2001) implementado en el 
programa Macromodel y el método de búsqueda de muestreo torsional de 
seudo-Monte Carlo (MC/MM) (Chang, Guida et al. 1989). La solvatación del 
agua se consideró a través del modelo de solvente continuo generalizado de 
Born GB/SA (Still, Tempczyk et al. 1990). La búsqueda conformacional se 
realizó sobre toda la estructura, utilizando 20000 iteraciones con distancias de 
corte para el potencial de van der Waals de 8,0 Å y el potencial electrostática 
de 20,0 Å. Además, se impusieron fuerzas restrictivas de 50, 100 y 200 
kJ/molÅ2 a los pares atómicos con señales de TR-NOESY débiles, medias y 
fuertes. Las estructuras resultantes se optimizaron con el algoritmo de 
Gradiente Conjugado Polak-Ribiere (PRCG) considerando un máximo de 
iteraciones de 90000 o un gradiente de energía mínimo de 0.05 kJ/molÅ-1. 
El acoplamiento molecular entre los ligandos y las proteínas se calculó 
utilizando el programa AutoDock 4.2.6 (Morris, Goodsell et al. 1998). En cada 
cálculo, las moléculas son consideradas rígidas. Además el espacio de 
coordenadas a explorar va a estar definido por el contorno de una caja cúbica 
centrada en la cavidad de la proteína con 126 puntos de energías y con un 
espaciado entre puntos de 0.375 Å. Durante una simulación, se realizaron 100 
carreras del Algoritmo Genético Lamarckiano con un tamaño de poblacional 
igual a 150, un número máximo de generaciones de 27000 y número máximo 
de evaluaciones de energía de 250000. Cada carrera proporcionó un único 
modo de unión que posteriormente se compararon y agruparon por su RMSD. 
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Al conocer la orientación que tiene el ligando en la cavidad de la proteína se 
puedo proceder con la exploración torsional guiada del ligando (“Coordinate 
scan”). En la exploración torsional del ligando se especificaron los ángulos 
torsionales que se desean estudiar en el Macromodel y se rotaron 360o en 
pasos de 5º. En cada paso torsional guiado, se les impuso una fuerza de 1000 
kJ/mol a los átomos que no formaron parte del ángulo diedro para reducir su 
movimiento y así respetar las coordenadas iniciales. Posterior a cada rotación, 
se realizó la optimización de la estructura para reducir los efectos estéricos. El 
paso de optimización estructural se realizó con el algoritmo de Gradiente 
Conjugado Polak-Ribiere (PRCG) considerando un máximo de iteraciones de 
90000 o un gradiente de energía mínimo de 0.05 kJ/molÅ-1. 
 
4.9 Cálculos con el CORCEMA-ST 
 
Los cálculos de STD-NMR se realizaron con el CORCEMA-ST (Jayalakshmi 
and Krishna 2002). En cada cálculo, se consideran solo los residuos que 
estaban a 10 Å del ligando. El parámetro de orden que describe los 
movimientos internos del metilo se igualó a S2=0,85 (Dellwo and Wand 1993, 
Brüschweiler and Case 1994, Moseley, Lee et al. 1997) para las interacciones 
entre los metilos y el resto de protones; ya que, en la interacción entre protones 
del mismo grupo metilo, el CORCEMA-ST consideró el parámetro de orden de 
S2=0,25. Además, se tuvo en cuenta un tiempo infinito entre secuencia de 
pulsos. Por último, el factor de fuga que tuvo en cuenta la velocidad de 
relajación no específica debida al oxígeno paramagnético disuelto se consideró 
como 0,3 (Moseley, Lee et al. 1997).  
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5 Resultados 
 
5.1 Diseño de funciones de coste para la comparación de los STD-NMR 
experimentales y los calculados 
 
5.1.1 Diseño de alternativas al factor Re 
 
El factor R-NOE o factor Re es una función de error residual usada para evaluar 
la calidad de las estructuras obtenida mediante datos de RMN (Gonzalez, 
Rullmann et al. 1991). Su construcción es análoga a la empleada en la 
determinación estructural por rayos-X, con la diferencia de que en los 
experimentos de RMN, este factor es el encargado de describir la diferencia 
existente entre datos experimentales y calculados. Como se comentó en 
capítulos anteriores, la formulación del factor R-NOE utilizada en la evaluación 
de datos de STD-NMR obtenidos a partir de estructuras de complejos 
moleculares presenta algunos inconvenientes. En un intento de solventar sus 
debilidades, cinco funciones fueron desarrolladas empíricamente como 
alternativas al factor Re. Tres factores R-NOE (Rt, Rtm y Rtwm) fueron formulados 
conservando la estructura matemática del factor Re. Mientras que, la 
construcción del resto de las funciones se basó en la estructura del error 
cuadrático medio (Rms-i y Rmsw-i). 
El factor R-NOE fue especialmente adaptado para evaluar datos de STD-NMR 
mediante la introducción del término Wexp,k. (Jayalakshmi and Krishna 2002). 
Wexp,k posibilita que el factor Re sea sensible tanto a variaciones significativas 
en valores de STD-NMR pequeños, como a desviaciones en valores grandes 
de STD-NMR (Angulo and Nieto 2011). Como efecto negativo, el término 
sobrestima los datos provenientes de señales de menor relación señal-ruido 
(SNR). 
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 ܴݐ = ඩ
∑ ௖ܹ௔௟,௞൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶேೞ
௞ୀଵ
∑ ௖ܹ௔௟,௞൫ܵ௘௫௣,௞൯
ଶேೞ
௞ୀଵ
 5.1.1 
 
ܴݐ݉ = ඩ
∑ ௖ܹ௔௟,௞ ቀܵ௘௫௣,௞ − ൫ܵ௖௔௟,௞ + ∆ܯ൯ቁ
ଶேೞ
௞ୀଵ
∑ ௖ܹ௔௟,௞൫ܵ௘௫௣,௞൯
ଶேೞ
௞ୀଵ
 5.1.2 
 
ܴݐݓ݉ = ඩ
∑ ௖ܹ௔௟,௞ ቀܵ௘௫௣,௞ − ൫ܵ௖௔௟,௞ + ∆ܯ௪൯ቁ
ଶேೞ
௞ୀଵ
∑ ௖ܹ௔௟,௞൫ܵ௘௫௣,௞൯
ଶேೞ
௞ୀଵ
 5.1.3 
 
Los factores Rt, Rtm y Rtwm (ecuaciones 5.1.1, 5.1.2 y 5.1.3) eliminan la 
sobrestimación de señales con baja relación señal/ruido sin perder la 
sensibilidad. En las tres funciones, el parámetro Wexp,k del factor Re es 
substituido por la inversa de la saturación calculada (Wcal,k = 1/Scal,k). Wcal,k es 
capaz de mantener la sensibilidad, al mismo tiempo que disminuye la 
sobrestimación de las intensidades experimentales. En trabajos anteriores se 
ha hecho alusión al término Wcal,k (Angulo, Díaz et al. 2008), pero hasta la 
fecha no se ha utilizado, o comparado con el Wexp,k. 
El procedimiento de obtención de datos de STD-NMR teóricos a través del 
método CORCEMA depende de cuatro parámetros experimentales. La 
obtención de todos ellos conlleva una labor experimental adicional y en algún 
caso, la ausencia de medios para sus determinaciones. Como se comentó en 
el capítulo de métodos, las velocidades de asociación y disociación del ligando 
y los tiempos de relajación de ambas moléculas son los parámetros a 
determinar. Debido al coste en tiempo y esfuerzos, en un procedimiento 
estándar, los parámetros se resuelven mediante aproximaciones teóricas 
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(Garcia de la Torre, Huertas et al. 2000, Canales, Rodríguez-Salarichs et al. 
2011), ajustes paramétricos basado en la minimización del factor R-NOE (Wen 
2005, Canales, Nieto et al. 2014, Jantsch, Nieto et al. 2016) o mediante ajustes 
empíricos (Jayalakshmi and Rama Krishna 2004).  
El último tratamiento se aplica, según la experiencia del autor, para fijar 
arbitrariamente el valor de la constante de equilibrio y la constante de velocidad 
de asociación. Aunque esta aproximación no es conveniente en la mayoría de 
los métodos de elucidación estructural, el STD-NMR permite, de manera 
grosera, tener en cuenta esta consideración siempre que se cumplan ciertas 
condiciones (Jayalakshmi and Krishna 2002). 
Los autores del CORCEMA lograron caracterizar las condiciones en el estudio 
de dos sistemas teóricos (Jayalakshmi and Krishna 2002). En este se concluyó 
que bajo un régimen de intercambio molecular rápido, el STD-NMR protónico 
no varía para 104 ≤ Ka ≤ 107 M-1. En la mayoría de los compuestos moleculares 
estudiados a través de experimentos de STD-NMR se cumplen estas 
condiciones, por lo que la aproximación es válida. En el caso de la velocidad de 
asociación es muy común asumir un proceso asociativo entre moléculas que es 
controlado por la difusión, de forma que se suele tomar una kon ≈ 107 s-1 M-1 
(Meyer and Peters 2003). 
El trabajo adicional generado en la obtención de los parámetros químico-físicos 
incita la búsqueda de un factor R-NOE menos dependiente de estos 
parámetros. Como es bien sabido, la transferencia de la magnetización entre 
protones está influenciada por las características físico-químicas del sistema 
(Strehlow and Knoche 1977, Brüschweiler and Case 1994). Por este motivo, el 
factor Re no es capaz de discernir entre el aporte de la disposición espacial y el 
aporte paramétrico en las diferencias de los datos calculados y experimentales. 
En el análisis realizado en el apartado 5.1.3 se profundiza sobre el 
comportamiento del STD-NMR y la influencia de los parámetros cinéticos y de 
relajación. Los conocimientos adquiridos en este apartado fueron aplicados en 
la renovación del factor R-NOE para reducir su dependencia paramétrica. 
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Los factores Rtm y Rtwm tienen un término nuevo encargado de rectificar la 
desviación global de la saturación calculada debida a la parametrización. En 
ambos se substrae la diferencia media entre la saturación experimental y 
calculada (∆ܯ). Para Rtm, la diferencia media se consideró aritmética (ecuación 
5.1.4), mientras que en Rtwm, la diferencia de saturación ൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯  es 
ponderada con Wcal,k (∆ܯ௪). En ∆ܯ௪ se sustituyeron los términos de la 
saturación experimental y calculada por la inversa de Wk y se reestructuró para 
obtener la ecuación 5.1.5. 
 
∆ܯ =
∑ ൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ேೞ
௞ୀଵ
௦ܰ
 5.1.4 
 
∆ܯ௪ =
௦ܰ ∑ ൫ ௘ܹ௫௣,௞ − ௖ܹ௔௟,௞൯
ேೞ
௞ୀଵ
∑ ∑ ௘ܹ௫௣,௞ ௖ܹ௔௟,௞
ேೞ
௖௔௟,௞
ேೞ
௘௫௣,௞
 5.1.5 
 
Como nombramos al principio, hemos desarrollado cinco funciones como 
alternativas al factor Re. Hasta ahora, nos hemos centrado en las tres que han 
sido formuladas conservando la misma estructura matemática, sin embargo, 
también debemos considerar los otros dos factores R-NOE: Rms-i y Rmsw-i 
(ecuaciones 5.1.6 y 5.1.7). En la formulación de los factores Rms-i y Rmsw-i se ha 
optado por la estructura de la desviación cuadrática media. El cambio de 
paradigma se debió a un factor práctico. Ambas tienen un término de 
penalización, resultando más cómodo el uso de la desviación cuadrática antes 
que el error residual. La diferencia entre ambas ecuaciones radica en el término 
∆ܯ. 
Tanto la ecuación 5.1.6 como 5.1.7 incluyen el factor para la reducción de la 
desviación global de la saturación calculada y tienen añadido el término de 
penalización ௜ܰ∆ܯଶ. Este término penaliza los ajustes paramétricos que no 
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minimizan la diferencia media entre la saturación experimental y calculada. De 
este modo, las ecuaciones presentan un doble efecto, reducen la diferencia 
ocasionada por el ajuste y al mismo tiempo castigan los ajustes que producen 
las mayores desviaciones. 
 
ܴ݉ݏ − ݅ = ඩ
∑ ቀܵ௘௫௣,௞ − ൫ܵ௖௔௟,௞ + ∆ܯ൯ቁ
ଶ
+ ௜ܰ∆ܯଶ
ேೞ
௞ୀଵ
௦ܰ + ௜ܰ
 5.1.6 
 
ܴ݉ݏݓ − ݅ = ඩ
∑ ቀܵ௘௫௣,௞ − ൫ܵ௖௔௟,௞ + ∆ܯ௪൯ቁ
ଶ
+ ௜ܰ∆ܯ௪ଶ
ேೞ
௞ୀଵ
௦ܰ + ௜ܰ
 5.1.7 
 
Estas funciones tienen la ventaja de tratar el factor de penalización con 
flexibilidad. La variable ௜ܰ es un número natural encargado de modular el factor 
de penalización. El subíndice i está definido como ݅ =
ଵ଴଴×ே೔
ேೞାே೔
, siendo ௦ܰ el 
total de protones saturados del sistema. 
Partiendo de esta relación, si ௜ܰ se iguala a ௦ܰ, el término ∆ܯଶ se tiene en 
cuenta tantas veces como protones saturados tenga el ligando. La diferencia 
entre las intensidades calculadas (ܵ௖௔௟,௞) y experimentales (ܵ௘௫௣,௞) contribuiría 
solo un 50%. Por otro lado, según su definición el subíndice i valdría 50; por lo 
que, la nomenclatura de los factores R-NOE cambia a Rms-50 y Rmsw-50. 
Si consideramos i > 50 (Ni > Ns), el factor R-NOE se torna más sensible a la 
desviación de la saturación calculada, como consecuencia de la 
parametrización, que a los cambios en la saturación debidos a las coordenadas 
atómicas del complejo molecular. 
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Por otro lado, debido a la complejidad que supondría la exploración de todo el 
rango de valores de i, y asumiendo que uno de los objetivos de este trabajo es 
encontrar las modificaciones matemáticas que disminuyen la sensibilidad del 
factor R-NOE frente a la parametrización y que no se debe de reducir la 
sensibilidad del factor al cambio de coordenadas espaciales, concluimos que 
debemos de considerar la evaluación de Rms-i y Rmsw-i solo cuando i = 50. 
Aun así, realizamos una prueba preliminar para Rms-i considerando 0≤i≤1. Los 
factores Rms-i y Re fueron utilizados como funciones de puntuación en la 
caracterización de la unión de dos agentes estabilizantes de microtúbulos 
(Canales, Salarichs et al. 2011). De los resultados arrojados por las funciones, 
se escogieron los obtenidos por Rms-50, al identificar las mismas posiciones de 
unión que Re. La respuesta mostrada por Rms-50, junto a la necesidad de 
simplificar el estudio comparativo de los seis factores R-NOE, nos reafirmó la 
decisión de considerar en el presente estudio i=50 para Rms y Rmsw. 
Como resumen, tenemos el factor R-NOE tradicional y cinco derivados de 
nuevo diseño con la capacidad potencial de evaluar la calidad de las 
estructuras mediante datos de STD-NMR. Los primeros cuatro factores (Re, Rt, 
Rtm y Rtwm), de los seis presentados en este apartado, son sensibles tanto a 
variaciones significativas en valores de STD-NMR pequeños como a 
desviaciones en valores grandes de STD-NMR. Las últimas cuatro 
formulaciones del factor R-NOE (Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw) nos permiten evaluar 
las orientaciones de un ligando en el sitio de unión teniendo en cuenta, de 
manera explícita, el efecto producido por las constantes cinéticas y los tiempos 
de relajación. De todos ellos, los factores Rtm y Rtwm son las únicas 
formulaciones que contienen ambas modificaciones. 
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5.1.2 Búsqueda de sistemas modelos para la evaluación de las funciones 
diseñadas 
 
Los seis factores R-NOE van a ser estudiados en profundidad. Para poder 
analizarlos es necesario tener complejos moleculares cuyas estructuras 
atómicas y datos de STD-NMR estén resueltos a alta resolución. 
Adicionalmente se tiene que cumplir que las dos técnicas describan la misma 
estructura atómica. 
En este sentido, se encontraron tres sistemas de referencia que cumplían las 
condiciones establecidas. Las estructuras atómicas de los tres complejos 
moleculares se resolvieron por técnicas cristalográficas con una resolución 
menor a 2,5 Å. Dos de ellos, kifunesina (Figura 5.1.1-A) y salacinol (Figura 
5.1.1-B), son pequeñas moléculas inhibidoras de glucosidasas y fueron 
cristalizados junto a la ?-manosidasa II de la Drosophila melanogaster (dGMII) 
(Shah, Kuntz et al. 2003, Kuntz, Ghavami et al. 2005). El tercer complejo 
(Figura 5.1.1-C) lo forman la epotilona-A y el complejo de estatmina-tubulina 
(T2R) (Prota, Bargsten et al. 2013). La epotilona-A es un agente estabilizador 
de microtúbulos y pertenece a una familia de drogas con potencial aplicación 
en la terapia contra el cáncer (Thomas, Tabernero et al. 2007). Los datos de 
STD-NMR de los complejos moleculares de kifunesina y salacinol fueron 
gentilmente cedidos por Mario Pinto y se obtuvieron en un espectrómetro 
Bruker AMX-600 a 295 K (Yuan 2005). Mientras que, la epotilona-A unida al 
heterodímero de ?,?-tubulina fue caracterizada mediante datos de STD-NMR y 
TR-NOESY en nuestro grupo utilizando un espectrómetro Bruker AVANCE de 
500 MHz a 298 K (Canales, Nieto et al. 2014). 
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Figura 5.1.1. Estructuras químicas de los ligandos de (A) kifunesina, (B) 
salacinol y (C) epotilona-A. Datos de STD-NMR experimentales y calculados a 
partir de la estructura cristalográfica de los complejos de (D) kifunesina-dGMII 
(PDB: 1PS3), (E) salacinol-dGMII (PDB: 1TQS) y (F) epotilona-A-?,?-
heterodímero de tubulina (PDB: 4I50). Los datos de STD-NMR experimental 
están representados con líneas y círculos negros. Los datos de STD-NMR 
calculados están representados con líneas y cuadrados rojos. 
 
Para validar los tres sistemas antes de usarlos en nuestros análisis se han 
contrastado las posiciones de unión descritas por DRX con los datos de STD-
NMR experimentales. Para esto, solo los amino ácidos a 10 Å de cada ligando 
fueron considerados en el cálculo del STD-NMR. Además, los parámetros 
químico-físicos fueron explorados y se escogió el grupo de parámetros que en 
su conjunto minimizaban el factor Re. Finalmente, las intensidades calculadas 
fueron comparadas con los datos de STD-NMR experimentales (Figura 5.1.1-D, 
E y F). El conjunto de parámetros que minimizan la diferencia entre los datos 
de STD-NMR experimentales y calculados se encuentran expuestos en la 
Tabla 5.1.1. 
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Tabla 5.1.1. Conjunto de parámetros que minimizan el factor Re. en los 
complejos de kifunesina-dGMII, salacinol-dGMII y epotilona-A-?-tubulina. 
 Kifunesina-dGMII Salacinol-dGMII 
Epotilona-A-?-
tubulina 
?c-unido [ns] 300 200 40 
?c-libre [ns] 0.75 0.25 0.25 
Ka [M-1] 104 104 105 
koff [s-1] 102 103 10 
 
 
En la Figura 5.1.1 se puede observar como los datos de STD-NMR calculados 
describen el mismo patrón que los datos experimentales en los tres sistemas. 
La existencia de pequeñas desviaciones en las intensidades calculadas de 
algunos protones se debe a la inherente flexibilidad descrita por ciertas zonas 
de los ligandos. Como los cálculos se realizan a partir de un sistema de 
coordenadas rígido, encontrar pequeñas desviaciones en los datos de STD-
NMR es común en moléculas flexibles (Canales, Nieto et al. 2014, Jantsch, 
Nieto et al. 2016). Por consiguiente, si nos basamos en los resultados de la 
comparación podemos considerar que ambas técnicas describen la misma 
pose de unión en los complejos de kifunesina-dGMII, salacinol-dGMII y 
epotilona A-?-tubulina. 
 
5.1.3 Estudio de la variación del patrón de STD-NMR de los sistemas modelos 
con los parámetros químico-físicos 
 
Para un buen análisis del STD-NMR es importante tener en cuenta su relación 
con los diversos parámetros químico-físicos. Para ello, hay que enfocarse en la 
descripción matemáticamente desarrollada a partir de la aproximación matricial 
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de intercambio conformacional y de relajación completa (ecuación 1.2.7). En el 
trabajo donde se desarrolló esta aproximación, los autores analizaron los 
factores que influyen en los cambios de las intensidades de los protones del 
ligando utilizando dos modelos ideales (Jayalakshmi and Krishna 2002). Este 
estudio mostró la acentuada dependencia entre las intensidades de las señales 
del ligando y los tiempos de saturación, la posición relativa de los protones 
saturados de la proteína con respecto a los protones del ligando, la 
conformación de la interface proteína-ligando, la proporción entre especies, los 
tiempos de correlación rotacionales de ambas moléculas y la cinética del 
complejo formado reversiblemente. 
En nuestro estudio, los efectos causados por los tiempos de correlación y las 
cinéticas moleculares van ser analizados en sistemas reales. Primero, se va a 
analizar la influencia de estos factores sobre el STD-NMR promedio para los 
tres complejos moleculares presentados en el apartado 5.1.2. Posteriormente, 
los resultados se utilizarán para explicar el comportamiento de los seis factores 
R-NOE frente a los parámetros químico-físicos. 
Las intensidades medias de STD-NMR fueron obtenidas por ligando teniendo 
en cuenta diferentes tiempos de correlación rotacionales, velocidades de 
disociación y constantes de asociación (Figura 5.1.2). Los valores de STD-
NMR promedios y las desviaciones estándar se calcularon a partir de los 
valores de STD-NMR de los protones de cada ligando. Cada parámetro fue 
explorado entorno a los valores que mejor se ajustaron a los resultados 
experimentales (Tabla 5.1.1). Además, se consideró que los sistemas 
presentaban condiciones débiles de asociación (koff > 1 Hz) (Meyer and Peters 
2003, Lepre, Moore et al. 2004) y una eficiente difusión de spin (10-7 s ≤??c ≤ 10-
9 s). 
A partir del análisis del comportamiento del STD-NMR promedio en cada 
sistema se pudo conocer que la saturación promedio muestra una dependencia 
exponencial en todos los casos. Este comportamiento indica que el STD-NMR 
está gobernado en los tres sistemas por la matriz dinámica (D=R+K) 
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(ecuaciones 1.2.8 y 1.2.9). El tamaño y la forma globular de las tres proteínas 
favorecen una difusión de spin eficiente. Con estas características físicas, la 
transferencia directa de saturación desde los protones inicialmente saturados 
de las proteínas hacia los protones de los ligandos enlazados (matriz Q de la 
ecuación 1.2.7) no es predominante con un tiempo de saturación de ~2 s. Por 
consiguiente, solo la transferencia indirecta y el intercambio entre estados 
(matriz D) gobiernan las intensidades de STD-NMR. 
En los paneles A, B y C de la Figura 5.1.2 se observan los valores de STD-
NMR de la kifunesina, salacinol y epotilona-A frente a los tiempos de 
correlación rotacionales. Al comparar los tres paneles se observa que las 
desviaciones de los datos calculados en la epotilona-A son menores que en la 
kifuensina y el salacinol. La diferencia es debida a las características químico-
físicas de los tres complejos moleculares. Si comparamos los valores de la 
Tabla 5.1.1 encontramos que la kifunesina y el salacinol tienen un ?pc≈10-7 s y 
una Ka≈104 M-1, mientras que en la epotilona-A son ?pc≈10-8 s y Ka≈105 M-1. El 
aumento de la constante de asociación aumenta el tiempo de residencia de la 
epotilona-A en el sitio de unión. En el estado enlazado, el tiempo de correlación 
del ligando se iguala al tiempo de correlación de la proteína. Por ser la ?-
tubulina de menor tamaño, su frecuencia de rotación disminuye asemejándose 
más a la frecuencia de rotación del spin nuclear (~10-9 s) mejorando la 
eficiencia de la difusión de espín. En conjunto, los cambios favorecieron los 
procesos de relajación en el complejo formado por la epotilona-A, afectando el 
STD-NMR promedio y la diferencia de intensidades entre los protones del 
ligando. 
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Figura 5.1.2. Representación de la  variación del STD-NMR promedio 
experimental y calculado del complejo kifunesina-dGMII (A y D), salacinol-
dGMII (B y E) y epotilona A-?,?-heterodímero de tubulina (C y F). El promedio 
de cada complejo molecular se calculó a partir de las intensidades de los 
protones del ligando saturados tomando como referencia el promedio 
experimental. El área sombreada y las barras de errores representan la 
desviación cuadrática media de los datos experimentales y teóricos 
respectivamente. NH es el número de protones saturados por ligando. 
 
Pero, como se comentó al principio del apartado, las intensidades promedio de 
cada compuesto aumentan con el incremento de los tiempos de correlación de 
los ligandos unidos y libres. A primera vista, este resultado parece contradecir 
el análisis anterior. Aunque, si tenemos en cuenta que los tres sistemas 
cumplen con una difusión de spin eficiente y que los valores explorados en 
cada sistema se mantienen con el mismo orden de magnitud, podemos 
considerar que los cambios del ?c solo inducen un aumento del tamaño teórico 
de las moléculas y no modifican susceptiblemente la eficiencia de la relajación. 
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Si el aumento del tamaño de las moléculas favorece la propagación de la 
saturación por el incremento de la red dipolar de las moléculas, los tres 
complejos moleculares van a ser capaces de relajar lo suficientemente rápido 
su magnetización, como para causar el incremento de la saturación de los 
protones del ligando sin que la autorelajación del ligando reduzca sus 
intensidades. 
En la Figura 5.1.2, los paneles D, E y F muestran la influencia de la constante 
de asociación sobre la saturación. Entender tal relación nos ayudará a 
desenmarañar los efectos causados por la relajación, las poblaciones 
moleculares y las velocidades de intercambio sobre la transferencia de 
saturación. Como ya se había anotado, en los tres sistemas, las intensidades 
promedio crecen exponencialmente con el aumento de la constante de 
asociación hasta alcanzar una meseta entre ~104 M-1 y 108 M-1. Un 
comportamiento similar fue encontrado en la descripción teórica de un complejo 
molecular simplificado formado por una proteína con 6 protones y un ligando 
con 5 protones (Jayalakshmi and Krishna 2002). 
Es conocido que el rango de Ka ≤ 107 M-1 conlleva un intercambio rápido entre 
el estado libre y unido, ocurriendo este proceso mucho antes que la relajación. 
Cuando esto ocurre, la matriz de relajación (R) se comporta como una 
perturbación menor de la matriz cinética (K). Así, el tratamiento de la teoría 
perturbacional se aplica a la ecuación 1.2.8 (Krishna and Moseley 2002) y se 
obtiene: 
 
൤
ࡵ௅ + ࡵ௅´
ࡵாଵ + ࡵாଵ´
൨ = ൤
ࡵ௅଴ + ࡵ௅´଴
ࡵாଵ଴ + ࡵாଵ´଴
൨ +  {1 − ݁ݔ݌(−〈ࡾ〉ݐ)}〈ࡾ〉ିଵx ൤
ࡾ௅´ாଶ´ࡵாଶ´଴
ࡾாଵாଶࡵாଶ଴ + ࡾாଵ´ாଶ´ࡵாଶ´଴
൨ 5.1.8 
 
Bajo estas condiciones, la matriz de velocidad de relajación promedio 
generalizada (〈ࡾ〉) es expresada como la suma de los productos de las 
velocidades de las matrices de relajación y las poblaciones correspondientes al 
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estado libre y unido (Krishna, Goldstein et al. 1980, Moseley, Curto et al. 1995). 
Al sustituir los términos de la relajación en ambos estados se termina por 
obtener: 
 
〈ࡾ〉 = ࡾ௟ࡼ௟ + ࡾ௖ࡼ௖ = ൤
݌௅ࡾ௅ + ݌௅´ࡾ௅´ ݌ா´ࡾ௅´ாଵ´
݌௅´ࡾாଵ´௅´ ݌ாࡾாଵ + ݌ா´ࡾாଵ´
൨ 5.1.9 
 
Los términos de la diagonal secundaria en la ecuación 5.1.9 describen la 
relajación intermolecular. Cuando consideramos relaciones ligando/proteína 
elevadas se cumple que la población del complejo es aproximadamente pE´ ≈ 1. 
En este caso, los términos ݌ா´ࡾ௅´ாଵ´ y ݌௅´ࡾாଵ´௅´ adquieren una relativa 
importancia, por lo que se puede afirmar que la relajación entre los protones del 
ligando y la proteína están muy acoplados. Esto nos lleva a concluir que el 
STD-NMR para Ka ≤ 107 M-1 esté gobernado por la velocidad de relajación 
media generalizada y está particularmente influenciado por la relajación 
intermolecular. 
Aunque el STD-NMR es teóricamente independiente de la constante de 
asociación para intercambios rápidos, las intensidades disminuyen en los tres 
sistemas para Ka ≤ 104 M-1. Este comportamiento está ligado a la disminución 
de la población de las moléculas enlazadas. Por debajo de este umbral, la 
transferencia de saturación desde la proteína hacia el ligando es menor, lo que 
provoca una reducción de la saturación recibida por los protones del ligando y 
la disminución de las intensidades de STD-NMR. 
Para valores de Ka > 107 M-1, las velocidades de intercambio y de relajación se 
equiparan y el STD-NMR debe ser descrito obligatoriamente por la ecuación 
1.2.8. Sin embargo, nuestros datos no muestran un cambio de comportamiento, 
así que a Ka=108 M-1, nuestros tres sistemas reales mantienen el 
comportamiento descrito por la teoría de la matriz de velocidad de relajación 
generalizada promedio (〈ࡾ〉). 
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A diferencia de Ka, los efectos causados por la koff son evidentes en los 
cambios sufridos por las intensidades de STD-NMR. El efecto, de carácter 
cinético, es originado por las diferencias en los tiempos de residencia de los 
ligandos en el sitio de unión. Observamos en nuestros resultados que cuando 
disminuye el tiempo de residencia (mayores koff), las intensidades medias y las 
diferencias entre los protones de los ligandos se incrementan. El tiempo de 
residencia del ligando unido a la proteína es ?cres=1/koff. En este tiempo, los 
procesos de relajación intermolecular descritos en la ecuación 1.2.8 por los 
términos ࡾ
஼´[ಶభ´/ಽ´]
భ/మ
் , ࡾ
஼´[ಽ´/ಶభ´]
భ/మ  y la autorelajación del ligando descrito por ࡾ௅´  
compiten por el desarrollo del STD-NMR (Moseley, Curto et al. 1995, Angulo, 
Enríquez-Navas et al. 2010). Cuando el tiempo de residencia del ligando 
enlazado disminuye, el aporte de ࡾ௅´ a la relajación es menor. Al disminuir la 
autorelajación del ligando, el STD-NMR se incrementa reflejándose tanto en los 
valores medios como en las diferencias de saturación entre protones de una 
misma especie. 
El análisis exhaustivo del comportamiento del STD-NMR nos permitió entender 
las causas que influyen en la intensidad de las señales. El análisis del STD-
NMR no es simple, por tanto es primordial realizar un análisis cuantitativo 
profundo para poder interpretar correctamente los datos experimentales. 
Además, nuestros resultados refuerzan la necesidad de tener extremo cuidado 
en realizar una interpretación cualitativa considerando que el valor de la 
intensidad solo está influenciado por la disposición espacial de los protones. 
Por último, este estudio nos brinda el soporte teórico para poder entender, con 
mayor claridad, el comportamiento de los factores R-NOE frente a los 
parámetros cinéticos y los de relajación. 
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5.1.4 Estudio de la variación de los factores R-NOE con la variación de los 
parámetros químico-físicos 
 
El primer estudio con los factores R-NOE estará dirigido a analizar si las 
variaciones matemáticas añadidas son capaces de modificar su robustez y 
sensibilidad. En este epígrafe deseamos conocer el comportamiento de los 
factores frente a las modificaciones paramétricas. Por eso, se repetirá el 
estudio realizado en el epígrafe 5.1.3; pero ahora, teniendo en cuenta los 
factores R-NOE.  
Para estudiar las variaciones de los seis factores (el original y las otras cinco 
propuestas que hemos hecho en el apartado 5.1.1) frente a los diferente 
parámetros químico-físicos, en la Figura 5.1.3 se representaron, los factores R-
NOE normalizados (eje y), para tres ligandos diferentes (kifunesina, salacinol y 
epotilona), en función de los tiempos de correlación rotacionales de los tres 
complejos moleculares (eje x). Al analizar los resultados se encuentra que 
todas las funciones están afectadas por los tiempos de correlación 
rotacionales, independientemente de la modificación matemática añadida. Sin 
embargo, las funciones Rtm y Rtwm (tercera y cuarta fila contando de arriba 
abajo) exhiben solo un ligero cambio en los sistemas del salacinol y la 
epotilona-A (segunda y tercera columna), mientras que en el complejo de 
kifunesina-dGMII (primera columna) se mantienen invariante cuando el tiempo 
de correlación de la proteína (?pc) es 102 s-1. 
Al comparar la tendencia general del conjunto de factores se halla que a los 
factores R-NOE les afecta más el tamaño de la proteína que el tamaño del 
ligando. La relación entre el tamaño de la proteína y la intensidad del STD-
NMR fueron expuestas en el apartado anterior (5.1.3). En ese apartado, 
también hablamos de la relación entre el tiempo de correlación de la proteína 
(?pc), la red dipolar, la relajación interprotónica y la autorelajación, de forma 
que, pudimos concluir que la relajación interprotónica (ligando-proteína) afecta 
más a las intensidades del STD-NMR que la autorelajación. La red dipolar de la 
Desarrollo y validación experimental de un método para la 
obtención de estructuras de complejos ligando/receptor 
basado en Resonancia Magnética Nuclear 
 ͥ͟͠͞
 
 81 
 
proteína es mucho mayor que la del ligando y según los resultados de la Figura 
5.1.3, los cambios en las dimensiones de las proteínas favorecen más la 
propagación de la saturación hacia el ligando. Todo esto se traduce en que los 
factores R-NOE son más sensibles al tiempo de correlación de la proteína (?pc) 
que al tiempo de correlación del ligando (?lc). Esta relación explica la cuasi 
independencia de los factores Rtm y Rtmw frente al ?lc en los complejos de 
salacinol y epotilona-A. 
El análisis de la dependencia paramétrica arrojó que los factores Re y Rt 
(primera y segunda fila de la Figura 5.1.3) están más vinculados que el resto de 
funciones a los tiempos de correlación rotacionales. Ya que, ambos variaron en 
un 90% sus valores máximos (Rmax) con el cambio de los tiempos de 
correlación rotacionales. A su vez, los factores Rtm y Rtwm (tercera y cuarta fila 
de la Figura 5.1.3) fueron los más estables, pues ambos presentaron solo un 
40% y un 37% de variación máxima (Rmax) con el cambio de los tiempos de 
correlación rotacionales. La apreciable diferencia en el comportamiento de 
estas funciones se debe a la adición de los términos ?M y ?Mw (Ecuaciones 
5.1.4 y 5.1.5, en el apartado 5.1.1), ya que los dos términos son responsables 
de reducir las variaciones de la saturación media del ligando. En estos 
estudios, ?M y ?Mw aminoraron los efectos producidos por los cambios en los 
tamaños teóricos de las moléculas. 
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Figura 5.1.3 Promedio normalizado de los factores R-NOE en función de los tiempos de correlación 
del ligando unido (?c-bound o ?pc) a distintos valores de tiempo de correlación del ligando libre (?c-free o 
?lc). La normalización se realizó tomando como referencia los valores máximos (Rmax) y 
ajustándolos a una función exponencial. El tiempo de correlación del ligando libre aparece señalado 
en la primera gráfica y mantiene el mismo código de colores para todas las demás. En la esquina 
superior derecha de cada gráfica se encuentran los factores R-NOE en función de los tiempos de 
correlación de los ligandos libres para los mejores ajustes del STD-NMR experimental promedio. 
 
Otro aspecto a analizar, es el comportamiento de los factores R-NOE en 
función de la constante de asociación (Ka) y la velocidad de disociación (koff) de 
los ligandos (Figura 5.1.4). En la figura, podemos observar la respuesta de los 
seis factores R-NOE (expuestos en el mismo orden que la Figura 5.1.3) para 
los tres mismos ligandos (kifunesina, salacinol y epotilona) respecto a la 
contante de asociación (eje X) y a la diferencia normalizada entre los valores 
de cada factor (RKa) y su valor máximo (Rmax) (eje Y). A primera vista, se 
observa que 
(ோ಼ೌିோ೘ೌೣ)
ோ೘ೌೣ
 , en el complejo de epotilona-A-?-tubulina (tercera 
columna) resulta ser más sensible que el resto, porque sus variaciones, en este 
complejo molecular, a distinta velocidad de disociación son mayores. Las 
pequeñas desviaciones entre las intensidades de STD-NMR calculadas en el 
apartado anterior (Figura 5.1.2) con la variación de la constante de asociación 
(Ka) y la velocidad de disociación (koff) han provocado que la desviación 
máxima de cada factor R-NOE (Rmax) sea similar a la diferencia (ܴ௄ೌ − ܴ௠௔௫). 
Por tanto, los pequeños cambios en ܴ௄ೌ inducen cambios relativamente 
mayores en las diferencias normalizadas en el complejo de epotilona-A-?-
tubulina. 
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Anteriormente, se comentó que el STD-NMR está gobernado por la velocidad 
de relajación media generalizada para Ka ≤ 107 M-1 y que para valores menores 
a 104 M-1, la intensidad del STD-NMR decrece porque la transferencia de la 
saturación desde los protones de la proteína hacia el ligando es 
apreciablemente menor. Por lo tanto, es esperable que el comportamiento que 
muestran todos los factores en el rango de 104 ≤ Ka ≤ 108 M-1 sea 
independiente de la constante de asociación. Al analizar solo el 
comportamiento de las funciones Rtm y Rtwm (segunda y tercera fila), se observa 
que además no exhiben cambios frente a la pérdida de transferencia de 
saturación para Ka ≤ 104 M-1. 
Por el contrario, las modificaciones en la koff, inducen grandes cambios en las 
funciones, llegando en algunos casos a ser del 90%. Esta tendencia no se 
cumple en el complejo de salacinol-dGMII (segunda columna). Aquí, tal y como 
se puede observar, las funciones no parecen estar muy afectadas por la koff (el 
comportamiento de cada factor R-NOE a diferentes koff es similar) e incluso se 
produce un solapamiento a determinadas condiciones. Al igual que en el 
anterior estudio, los factores Re y Rt (primera y segunda fila) son los más 
dependientes a las variaciones de Ka y koff. Mientras el resto de los factores 
(Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw) (tercera, cuarta, quinta y sexta columna) conserva el 
mismo comportamiento a diferentes Ka y koff, exhibiendo una variación 
Figura 5.1.4 Factores R-NOE normalizados en función de la constante de equilibrio (Ka) a 
diferentes valores de velocidad de disociación del ligando (koff) para tres ligandos diferentes 
(kifunesina, salacinol y epotilona). Los factores fueron normalizados tomando el valor máximo 
(Rmax) para cada estudio como referencia. El comportamiento de los factores frente a las 
velocidades de asociación fue ajustado a una función exponencial y conserva el mismo código 
de colores para las distintas funciones de la figura. En la esquina superior derecha de cada 
gráfica se encuentran insertados los factores R-NOE en función de la velocidad de disociación 
cuando la constante de asociación presenta el mejor ajuste con el STD-NMR experimental 
promedio. 
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equivalente al 50% del valor máximo alcanzado en cada estudio por cada factor 
R-NOE (Rmax). 
 
5.1.5 Análisis cuantitativo del efecto de los parámetros químico-físicos en los 
factores R-NOE 
 
El análisis cualitativo del comportamiento de las seis funciones permite predecir 
la respuesta de los factores R-NOE en el ajuste de los parámetros (?pc, ?lc, Ka y 
koff) en la ecuación del CORCEMA (ecuación 1.2.7). Aunque esta información 
es de utilidad, preferimos realizar un análisis cuantitativo para conocer sus 
efectos cuando se implementen en un procedimiento de resolución estructural. 
Con este fin, hemos realizado el análisis estadístico de las variaciones de los 
factores R-NOE para conocer si los términos añadidos (específicamente ?M y 
?Mw) reducen la dependencia paramétrica significativamente. 
En un primer estudio, a partir de los datos de la Figura 5.1.3 y Figura 5.1.4 
(apartado anterior) se han obtenido los valores de las variaciones máximas de 
los factores R-NOE para los tres complejos moleculares (kifunesina-dGMII, 
salacinol-dGMII y epotilona-A-?-tubulina) y se han representado en un 
diagrama de caja y bigote (Figura 5.1.5). Hemos utilizado esta representación 
porque nos permite, de manera visual, conocer la dispersión y simetría de los 
datos de los tres sistemas extraídos de Figura 5.1.3 y Figura 5.1.4. 
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En la imagen se observa que existe una menor dependencia de los factores Rtm 
y Rtwm, mientras que los factores Re y Rt modifican en gran medida sus valores 
a causa de los parámetros de las matrices de relajación (ecuación 1.2.8) y 
cinética (ecuación 1.2.9). Al analizar a Rms y Rmsw, se puede ver que las 
modificaciones matemáticas realizadas en ambos factores para i=50 también 
logran reducir los efectos de la matriz de relajación y la cinética. Aunque la 
tendencia de Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw es a disminuir las variaciones frente a los 
parámetros cinéticos y de relajación, con los datos de la figura no podemos 
asegurar que la reducción en la sensibilidad paramétrica es significativa. 
Para estimar si las diferencias mostradas por los factores R-NOE son 
estadísticamente significativas se utilizará una prueba estadística. En estudios 
similares, por lo general se admite la presencia de un error de tipo I de un 5%, 
 
Figura 5.1.5. Diagrama de caja y bigote de la variación máxima normalizada de 
los factores R-NOE en función de los parámetros de las matrices K (ecuación 
1.2.9) y R (ecuación 1.2.8). En la parte superior se encuentra una tabla con la 
media de los valores de los seis factores R-NOE y sus desviaciones estándar. 
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que es lo mismo que considerar un intervalo de confianza del 95% o un nivel de 
significancia de 0,05. El error tipo I es el error que se comete al detectar 
diferencias significativas entre dos muestras cuando no existen (“falso positivo”) 
y la probabilidad de tomar esta decisión viene definida por el nivel de 
significancia (?, en este caso en particular ?=0.05). Aunque un 5% de error es 
asumible en una prueba estadística, este puede incrementarse si el estudio se 
realiza más de una vez al comparar más de dos medias muestrales. En nuestro 
estudio, vamos a comparar las respuestas de los seis factores R-NOE, así que 
es importante realizar el análisis con un estadístico que no aumente el error 
tipo I con el aumento de las muestras. Por lo que en nuestra evaluación se ha 
utilizado un Análisis de Varianzas (ANOVA). 
La ANOVA es una técnica estadística que permite determinar si los factores R-
NOE muestran diferencias significativas o por el contrario, se puede suponer 
que no existe ninguna diferencia entre ellos. La ventaja de la prueba de 
ANOVA se encuentra en el control del error tipo I, ya que no se incrementa al 
aumentar el total de grupos a comparar. La ANOVA no está libre de 
limitaciones; para poder utilizarla, las muestras tiene que ser independientes, 
mostrar una distribución poblacional normal y cumplir con una 
homocedasticidad entre muestras (la varianza entre las poblaciones es igual). 
Al plantearnos el ensayo estadístico, dividimos los datos en seis grupos 
diferentes, uno por cada factor R-NOE. Cada grupo contiene un tamaño 
población igual a tres porque los datos provienen del estudio de tres complejos 
moleculares. En poblaciones tan pequeñas, la posibilidad de que las tres 
condiciones se cumplan no es asumible. Es por ello que en el anexo 9.2 se 
comprueba el cumplimiento de las tres condiciones. Para saber si nuestros 
datos son aptos para un análisis ANOVA, tres pruebas estadísticas previas 
fueron realizadas (anexo 9.2). Dos de ellas estaban dirigidas a comprobar la 
homocedasticidad y la última para evaluar la normalidad de la población. Las 
tres pruebas confirmaron, con un error tipo I del 5%, que todos nuestros datos 
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cumplen con las condiciones necesarias para poder proseguir con el estudio de 
la ANOVA. 
Posteriormente a la confirmación, definimos nuestras hipótesis. Así que se 
consideró como hipótesis nula que los efectos que causan los parámetros 
afectan por el igual a todos los factores R-NOE. Además una hipótesis 
alternativa es planteada y con ella se define que los efectos de los parámetros 
cinéticos y de relajación se reducen en algunos de los factores R-NOE. Para 
realizar la prueba se van a considerar dos grupos, en el primero se estudiará el 
comportamiento de los factores R-NOE frente a los cambios en Ka y koff 
(cambios en la matriz cinética (K)), mientras que en segundo grupo se estudian 
las variaciones en los factores debidas a ?pc y ?lc (cambios en la matriz de 
relajación (R)). Por eso, dos pruebas ANOVA de una cola fueron realizadas. En 
nuestro estudio consideramos la prueba de una cola porque esperamos que los 
efectos se reduzcan o queden igual entre los seis factores R-NOE. 
La técnica fundamental en la ANOVA consiste en la separación de la suma de 
cuadrados total (SStotal, “sum of squares”) en dos componentes (SSintergrupo y 
SSintragrupo). La suma de cuadrados representa una medida de variación o 
desviación con respecto a la media. En el análisis de varianza (ANOVA), la 
suma total de los cuadrados ayuda a expresar la variación total como la 
variación que se atribuye a los diferentes factores R-NOE (análisis intergrupo, 
SSintergrupo) y a la variación debida a los tres sistemas moleculares estudiados 
(kifunesina-dGMII, salacinol-dGMII y epotilona-A-?-tubulina)(análisis intragrupo, 
SSintragrupo). La comparación entre las dos variaciones (SSintergrupo y SSintragrupo) 
permite identificar los cambios en el comportamiento de los factores R-NOE. En 
la prueba de significancia, se utiliza la distribución F para cuantificar la relación 
entre la variación debida a los factores (SSintergrupo) y la debida a los sistemas 
moleculares (SSintragrupo). Una vez se han calculado las sumas de cuadrados, se 
considera el nivel de significancia deseado (?) y se calcula el valor p. El valor p 
(p-valor) es la probabilidad de obtener un resultado al menos tan extremo como 
el que realmente se ha obtenido a partir del valor del estadístico utilizado. Al 
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obtener el valor p y haber definido el nivel de significancia deseado (?) se 
puede conocer si los resultados presentan diferencias significativas o no 
(permite escoger la hipótesis alternativa o la hipótesis nula como ciertas). 
Finalmente se procede a representar los datos de las medias cuadráticas, los 
grados de libertad y la F (Tabla 5.1.2). 
 
Tabla 5.1.2. Resultado del estudio estadístico ANOVA de una cola.  
 
Diferencias máximas por cambios cinéticos 
Fuente 
Suma de 
cuadrados 
(SStotal=SSinter+
SSintra) 
Grados 
de 
libertad 
(df) 
Media 
cuadrática 
(SSinter o intra/df) 
Valor F 
൮
ܵ ௜ܵ௡௧௘௥
݀ ௜݂௡௧௘௥
ܵ ௜ܵ௡௧௥௔
݀ ௜݂௡௧௥௔
൲ 
Valor p 
Intergrupos 0,1087 5 0,0217 0,6940 0,6379 
Intragrupos 0,3760 12 0,0313   
Total 0,4848 17    
Al nivel de significancia de 0.05, las medias poblacionales no son significativamente diferentes 
Diferencias máximas por cambios en la relajación 
Intergrupos 0,6161 5 0,1232 7,4764 0,0021 
Intragrupos 0,1978 12 0,0165   
Total 0,8139 17    
Al nivel de significancia de 0.05, las medias poblacionales son significativamente diferentes 
 
 
En nuestro estudio, establecimos como intervalo de confianza ?=0,05. Por lo 
tanto, si el valor p calculado a partir de la distribución F es menor que 0,05 el 
comportamiento de los factores R-NOE será significativamente diferentes. 
Teniendo esto en cuenta, calculamos el valor p en los dos estudios de ANOVA 
para poder analizar los resultados estadísticos. A partir de los resultados 
concluimos que con una F(5,12)=0.694 y p=0.64, el comportamiento de los 
factores R-NOE frente a la influencia de la matriz K es estadísticamente el 
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mismo. Sin importar que tipo modificación matemática se añadiera al factor R-
NOE (?M y ?Mw), el efecto de la koff sobre los cuatro factores R-NOE no se 
llegó a reducir significativamente. 
Por otra parte, la prueba ANOVA dio que las variaciones de los factores R-NOE 
con el cambio de los tiempos de correlación sí son estadísticamente 
significativas (F(5,12)=7.476, p=0.002). Por lo tanto, las adiciones matemáticas 
(?M y ?Mw) sí rectifican la desviación de los factores R-NOE al cambiar los 
tiempos de correlación rotacionales. 
Hasta ahora, el estudio estadístico ha permitido conocer si entre los factores R-
NOE hay un comportamiento diferenciado frente a los cambios de ?pc, ?lc, Ka y 
koff. Los resultados también indican que los valores de algunos de los factores 
R-NOE varían menos a causa de modificación en los parámetros químico-
físicos, lo que implica una menor dependencia hacia estos parámetros y una 
muestra de robustez por parte de los factores. Pero, con la ANOVA no se 
pueden identificar cuáles son los factores que se diferencian estadísticamente 
del resto.  
Así que una vez se ha determinado la existencia de una diferencia entre los 
factores, podemos aplicar la prueba de rango post-hoc y las comparaciones 
múltiples por parejas. Este tipo de pruebas permite determinar cuáles son los 
factores R-NOE con un comportamiento estadísticamente diferenciado y que, 
por tanto, muestren una dependencia paramétrica reducida. En este paso, la 
prueba de Tukey (Lomax and Hahs-Vaughn 2013) es usualmente utilizando 
para identificar subconjuntos homogéneos de medias que no difieran entre sí. 
La prueba estadística de Tukey está basada en las mismas suposiciones que la 
ANOVA y por este motivo, se suelen aplicar conjuntamente. 
La prueba de Tukey (HSD, “Honestly-significant different”) es una prueba 
estadística de comparaciones múltiples que se utilizará para comparar las 
variaciones de los factores R-NOE frente a los cambios de las constantes 
químico-físicas. En el estudio se opta por aplicar esta prueba porque con ella 
 
 
 
 
 
92  
 
podremos especificar el o los factores que redujeron el efecto de los 
parámetros químico-físicos. Al igual que en el estudio de la ANOVA, en el que 
se utilizaba el estadístico F, aquí se utilizará el estadístico Q. Q como en la 
mayoría de los estadísticos es una función que depende de los datos en 
estudios, está diseñada para ser sensible a la hipótesis alternativa 
(típicamente, su magnitud tiende a ser mayor cuando la hipótesis alternativa es 
verdadera) y en su caso particular, cumple con una distribución normal 
(distribución gaussiana). 
Así que se realizó una comparación estadística por cada pareja de factores R-
NOE, para evaluar las diferencias que muestran entre ellos, frente a cambios 
paramétricos en la matriz cinética y en la matriz de relajación. En el estudio de 
Tukey, la hipótesis nula y la hipótesis alternativa se plantearon con las mismas 
distinciones que se tuvieron con el estudio de la ANOVA. Las comparaciones 
por parejas y los resultados del test de Tukey son mostrados en la Tabla 5.1.3. 
En ella se muestran los valores calculados del estadístico Q, la probabilidad de 
tener el resultado (valor p) y la significación estadística de la comparación a 
partir de los datos de Q y el valor p. Las comparaciones por parejas de factores 
R-NOE que muestran un valor p menor que el intervalo de confianza 
considerado (?=0.05) fueron subrayados y resaltados en color rojo. La prueba 
corrobora que los seis factores R-NOE mantienen el mismo comportamiento 
frente a las modificaciones en los parámetros de la matriz K. Sin embargo, en 
la comparación frente a las modificaciones en los parámetros de la matriz R, la 
hipótesis alternativa fue dada como cierta cuatro veces al ser el p valor menor 
que el nivel de significancia definido (valor-p<?). Como se puede observar en la 
tabla, a través de esta prueba se constata que las respuestas brindadas por los 
factores Rtm y Rtwm son estadísticamente diferentes a las dadas por Re y Rt. 
Mientras que, el resto de las comparaciones no mostraron diferencias 
significativas según la prueba de Tukey. 
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Tabla 5.1.3. Prueba estadística post hoc de Tukey 
 
 
Matriz Cinética Matriz de Relajación 
 
Estadístico 
Q 
p-
valor 
Conclusión 
Estadístico 
Q 
p-
valor 
Conclusión 
Re vs. Rt 0.2025 0.8999 Insignificante 0.3454 0.8999 Insignificante 
Re vs. Rtm 2.0965 0.6638 Insignificante 5.9113 0.0125 *  p<0.05 
Re vs. Rtwm 1.7374 0.7949 Insignificante 6.1467 0.0095 ** p<0.01 
Re vs. Rms 1.0815 0.8999 Insignificante 1.7055 0.8066 Insignificante 
Re vs. Rmsw 1.3413 0.8999 Insignificante 1.5067 0.8791 Insignificante 
Rt vs. Rtm 1.8940 0.7377 Insignificante 5.5658 0.0189 * p<0.05 
Rt vs. Rtwm 1.5350 0.8688 Insignificante 5.8013 0.0143 * p<0.05 
Rt vs. Rms 0.8790 0.8999 Insignificante 1.3601 0.8999 Insignificante 
Rt vs. Rmsw 1.1388 0.8999 Insignificante 1.1613 0.8999 Insignificante 
Rtm vs. Rtwm 0.3591 0.8999 Insignificante 0.2355 0.8999 Insignificante 
Rtm vs. Rms 1.0150 0.8999 Insignificante 4.2058 0.0945 Insignificante 
Rtm vs. Rmsw 0.7552 0.8999 Insignificante 4.4045 0.0752 Insignificante 
Rtwm vs. Rms 0.6559 0.8999 Insignificante 4.4412 0.0721 Insignificante 
Rtwm vs. 
Rmsw 
0.3961 0.8999 Insignificante 4.6400 0.0570 Insignificante 
Rms vs. Rmsw 0.2598 0.8999 Insignificante 0.1988 0.8999 Insignificante 
*Nivel de significancia de 0.05                              **Nivel de significancia de 0.01 
 
Al recopilar todos los resultados obtenidos en este epígrafe, pudimos dividir las 
funciones en tres subgrupos por su variabilidad. El primer subgrupo está 
formado por los factores Rtm y Rtwm, pues son las funciones menos 
dependientes con una variabilidad máxima de solo un 40±20 %. El segundo 
subgrupo está formado por Re y Rt. Éstos son los factores más dependientes a 
los parámetros cinéticos y de relajación. El último subgrupo está formado por 
los factores Rms y Rmsw debido a que para i=50 sus respuestas son mediocres 
al no presentar diferencias significativas con respecto al resto de los factores. 
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Finalmente, a partir de los estudios estadísticos realizados en el actual 
apartado se llegó a demostrar que los factores Rtm y Rtwm mejoraron su 
robustez al presentar una reducción estadísticamente significativa de la 
variabilidad de sus valores provocada por los cambios en los paramétrico ?pc y 
?lc. Los factores Rtm y Rtwm solo se diferencian de Rt en los términos ?M o ?Mw, 
así que la mejora significativa de la robustez se debe estrictamente a la adición 
de estos términos. 
 
5.1.6 Análisis de la variación de los factores R-NOE con el refinamiento 
estructural 
 
Los factores R-NOE han sido diseñados para evaluar la estructura de un 
complejo molecular mediante un proceso predictivo basado en datos de STD-
NMR. Antes de poder implementarlos, nos estamos cerciorando del correcto 
funcionamiento de todos ellos mediante diversos estudios. En el primer análisis 
(apartados 5.1.4 y 5.1.5), caracterizamos la relación entre los factores R-NOE y 
los parámetros químico-físicos, así que en los siguientes dos apartados, se 
estudiarán los cambios en los factores inducidos por las coordenadas de los 
complejos moleculares. Estos dos estudios nos definirán la utilidad de los 
factores R-NOE y nos brindarán información acerca de la sensibilidad de estos 
en la identificación de las estructuras descritas por los datos de STD-NMR. 
Las metodologías de elucidación de estructuras mediante datos de STD-NMR 
conllevan dos pasos previos: uno de exploración conformacional y otro de 
refinamiento estructural. Las técnicas de modelado molecular utilizadas en 
ambos procesos son diversas, entre ellas podemos nombrar: la mecánica 
molecular para la optimización estructural (Canales 2011, Field, Pera et al. 
2012, Antúnez-Mojica, Rodríguez-Salarichs et al. 2016), la dinámica molecular 
para el relajamiento de las interacciones (Matesanz, Rodríguez-Salarichs et al. 
2011, Szczepina 2011) y la exploración conformacional mediante algoritmos 
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genéticos o de simulación por Monte Carlos (Canales, Nieto et al. 2014, 
Jantsch, Nieto et al. 2016). Estas técnicas, aún con las diferencias que tienen 
en su fundamento físico, tienen un punto en común, pues todas necesitan un 
campo de fuerzas para evaluar las distancias entre los átomos. Normalmente, 
se recurre a campos de fuerzas convencionales como OPLS (Jorgensen and 
Tiradorives 1988, Jorgensen, Maxwell et al. 1996), AMBER (Jorgensen, 
Maxwell et al. 1996), CHARMM (Vanommeslaeghe, Hatcher et al. 2010), 
etcétera; por tanto, los datos de STD-NMR quedan relegados a la evaluación 
de la estructura final, posterior a los procesos de construcción y refinamiento 
molecular. Por consiguiente, el uso de los datos de STD-NMR en la evaluación 
estructural es pasivo al no utilizarse en los procesos de exploración espacial.
Por primera vez en el 2004, una metodología híbrida (SICO) fue capaz de 
refinar la estructura de un complejo molecular mediante la implementación de 
una función de energía basada en el factor Re (Jayalakshmi and Rama Krishna 
2004). El procedimiento SICO demostró que el uso activo del factor Re en la 
evaluación de estructuras de complejos moleculares es posible. Para conocer 
si los factores R-NOE son sensibles al cambio conformacional y si es posible 
su uso en metodologías de refinamiento, vamos a analizar el comportamiento 
de los factores R-NOE como funciones de energía en la exploración 
conformacional de las estructuras de la kifuensina, salacinol y epotilona-A 
enlazadas a sus dianas. 
Las coordenadas 3D de las tres estructuras cristalográficas fueron tomadas 
como estructuras de partida. El espacio conformacional de cada ligando fue 
explorado utilizando la función de energía OPLS2005, la diferencia entre las 
intensidades promedio del STD-NMR calculado y experimental, y los seis 
factores R-NOE. Los ángulos torsionales se rotaron 360o en pasos de 5º y en 
cada paso, se realizó un posterior refinamiento estructural para eliminar los 
choques estéricos y las estructuras poco probables. 
Los valores resultantes de las tres exploraciones conformacionales fueron 
normalizados y representados en la Figura 5.1.6. Debido a la simplicidad 
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estructural de la molécula de kifunesina (Figura 5.1.6-A), solo el ángulo 
torsional del metanol unido al anillo fue rotado. Para los otros dos ligandos 
(salacinol, Figura 5.1.6-B y epotilona-A, Figura 5.1.6-C), dos ángulos diedros de 
las zonas más flexibles de las moléculas fueron rotados. 
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En la exploración rotacional del ángulo diedro del complejo de kifunesina-dGMII 
(Figura 5.1.6-A), el campo de fuerzas teórico (Figura 5.1.6-G) y los valores de 
STD-NMR (Figura 5.1.6-D) muestran un comportamiento similar. El estudio 
conformacional basado en el STD-NMR describe dos mínimos de similar 
intensidad a 120º y 200º (Figura 5.1.6, panel D). A su vez, la superficie del 
campo de fuerzas OPLS2005 (Figura 5.1.6, panel G) tiene un mínimo local 
intenso alrededor de 170º, y otro menor a 50º. Mientras que, el ángulo torsional 
de la estructura cristalográfica es 174º (Figura 5.1.6-A). En la comparación del 
ángulo diedro de la estructura cristalográfica y la estructura del mínimo global 
del campo de fuerzas, se determinar que el confórmero descrito por la 
estructura cristalográfica es el mismo que el descrito por el mínimo global del 
campo de fuerzas. En la descripción torsional obtenida a partir de los datos de 
RMN, encontramos que uno de los mínimos se encuentra desplazado 30º del 
ángulo torsional de la estructura cristalográfica. Como la diferencia nos induce 
a pensar que las tres técnicas no describen el mismo confórmero; los RMSD de 
las tres estructuras fueron calculados y sus valores arrojaron diferencias 
estructurales menores a 0,2 Å. Así que con estas diferencias en la estructura 
se puede afirmar que las tres técnicas están describiendo el mismo confórmero 
para el complejo de kifuensina-dGMII (Figura 5.1.6-A, D y G).
Figura 5.1.6. Exploración conformacional de la kifunesina, el salacinol y la epotilona-A 
enlazados a sus proteínas dianas. (A-C) Representación de la estructuras cristalográficas de 
la kifunesina unida a dGMII (A), salacinol unido a dGMII (B) y la epotilona-A unida al complejo 
T2R (C). Los átomos que forman los planos diedros están resaltados en amarillo. (D-F) 
Representación del STD-NMR promedio normalizado en la exploración conformacional de la 
kifunesina (D), el salacinol (E) y la epotilona-A (F). (G-I) Representación de la energía 
torsional descrita por el campo de fuerzas OPLS en la exploración conformacional de la 
kifunesina (G), el salacinol (H) y la epotilona-A (I). Los puntos señalan las conformaciones 
encontradas por los métodos de DRX (rojo), las diferencias entre las intensidades 
experimentales y calculadas de STD-NMR (amarillo) y el campo de fuerzas OPLS2005 
(verde). Además, se muestran los valores de RMSD entre las conformaciones.
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En los casos más complejos (la exploración de dos ángulos diedros), la 
descripción conformacional del campo de fuerzas (Figura 5.1.6-H,I) y los datos 
de RMN (Figura 5.1.6-E,F) hacen visible sus diferencias. En los complejos 
moleculares de salacinol (Figura 5.1.6-B) y epotilona-A (Figura 5.1.6-C), la 
mayor parte de las superficies descritas por los datos de RMN difieren de las 
descritas por el campo de fuerzas (salacinol, Figura 5.1.6-E,H y epotilona-A, 
Figura 5.1.6-F,I). Las diferencias, en gran parte de las superficies 
conformacionales, son debidas a las consideraciones que cada modelo realiza. 
El campo de fuerzas OPLS2005 es atomístico y describe las interacciones de 
enlace, angulares, torsionales, electrostáticas y de Van der Waals entre todos 
los átomos. Por consiguiente, el campo de fuerzas describe todas las 
interacciones atómicas de los sistemas. Por otra parte, los datos de STD-NMR 
resultan de la combinación de los procesos de relajación de la saturación entre 
los protones de la proteína y el ligando. Como se ha comentado anteriormente, 
en los ensayos de STD-NMR, el paso de adquisición se realiza entre el primer 
y quinto segundo. En este rango de tiempo, la información extraída es aportada 
básicamente por la relajación intermolecular (ࡾ
஼´[ಶభ´/ಽ´]
భ/మ
் , ࡾ
஼´[ಽ´/ಶభ´]
భ/మ) y la 
autorelajación de la molécula de menor tamaño (ࡾ௅´, ࡾ௅) (ecuación 1.2.8). 
Debido a las diferencias entre ambos métodos (Campo de fuerzas OPLS y 
acoplamiento entre espines en la técnica de STD-NMR), los comportamientos 
de los dos métodos se espera que muestren similitudes cuando las 
interacciones dipolares interprotónicas e internas del ligando sean 
predominantes. Esta afirmación no es meramente teórica pues, en las 
superficies de la Figura 5.1.6 se pueden encontrar tres zonas que cumplen con 
esta condición. En las superficies del complejo de salacinol-dGMII (Figura 
5.1.6-E,H), se visualizan regiones superficiales similares entorno a 
100º<Φ1<300º y 0o<Φ2<100º; mientras que en el complejo de epotilona-A-?-
tubulina (Figura 5.1.6-F,I) se observan dos zonas, la primera comprendida 
entre 200º<Φ1<300º y 0o<Φ2<100º y la segunda entre 0º<Φ1<100º y 
200o<Φ2<360º. 
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Cuando analizamos las estructuras descritas por los tres métodos, para los 
complejos de salacinol (Figura 5.1.6-B, E y H) y epotilona-A (Figura 5.1.6-
C,F,I), encontramos que los ángulos torsionales de las estructuras 
cristalográficas no coinciden con los confórmeros escogidos a partir de los 
mínimos de energía o los de RMN. Incluso, la estructura cristalográfica del 
salacinol (Figura 5.1.6-B) se encuentra en un máximo de energía según el 
campo de fuerzas OPLS (Figura 5.1.6-H). Aunque este resultado parezca 
inverosímil, la explicación radica en el método de resolución cristalográfico. 
Primero, los métodos cristalográficos no tienen resolución suficiente para 
describir los átomos de hidrógenos; además, la estructura obtenida a partir del 
cristal pueden estar fuera del mínimo de energía por dos razones: la primera, la 
estructura se resuelve a partir de un cristal y esto puede influenciar sobre la 
estructura del complejo molecular y la segunda, en el procedimiento de 
optimización estructural, no se llega a corregir las coordenadas cristalográficas 
mediante una minimización energética Estos tres razones son primordialmente 
los responsables de alejar la estructura cristalográfica del mínimo de energía 
potencial. 
Por el contrario, la información obtenida por técnicas de RMN está influenciada 
por la estructura de mínima energía. Esto se debe a que el STD-NMR 
experimental se obtiene a partir de las aportaciones de STD-NMR realizadas 
por cada estado molecular accesible (conformaciones y orientaciones de baja 
energía que adopta el complejo molecular). Como conocemos de la física 
estadística que, los estados de menor energía se encuentran más poblados; 
las conformaciones y orientaciones de menor energía aportan más información 
estructural que el resto (Landau and Lifshitz 2013). De esta manera, podemos 
concluir que los datos de STD-NMR experimentales describen 
fundamentalmente los acoplamientos entre los protones de la estructura de 
mínima energía y, por consiguiente, debemos esperar que los mínimos 
localizados por ambos métodos sean similares siempre que las interacciones 
dipolares comentadas anteriormente sean predominantes. 
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Con el fin de conocer si los tres métodos (DRX, STD-NMR y OPLS) describen 
la misma estructura, se calcularon los RMSD entre los confórmeros de mínima 
energía (Tabla 5.1.4). A partir de los valores obtenidos, podemos concluir que 
las tres técnicas describen el mismo confórmero en los complejos con 
epotilona-A y kifunesina. Sin embargo, el mismo resultado no se repite en el 
complejo con el salacinol pues, la estructura descrita por DRX difiere de la 
estructura descrita por STD-NMR y OPLS. En este caso, los valores elevados 
de RMSD son suscitados por el cambio en el ángulo torsional ?2. Dicho cambio 
induce una restructuración en la cadena lateral que modifica sustancialmente la 
conformación proveniente de la RMN y el campo de fuerzas. Este resultado no 
se esperaba, porque basados en la evidencia experimental que teníamos, 
habíamos concluido en el apartado 5.1.2, que tanto los datos de RMN, como 
las coordenadas cristalográficas, describen la misma estructura para los tres 
complejos moleculares. 
 
Tabla 5.1.4 Desviación cuadrática media de los confórmeros descritos por la 
DRX, RMN y el modelado molecular. 
 
DRX RMN OPLS2005 
?1 ?2 ?1 ?2 RMSD1 ?1 ?2 RMSD1 RMSD2 
KIF 174 - 200 - 0,154 180 - 0,035 0,166 
SAL 200 227 90 160 2,998 225 175 2,673 1,951 
EPOA 213 2 240 30 1,515 240 340 1,367 0,471 
Estructura de referencia: 1coordenadas cristalográficas y 2coordenadas basadas 
en el STD-NMR 
 
 
Sin embargo, al observar el Panel E de la Figura 5.1.6, encontramos que la 
diferencia entre el STD-NMR calculado y experimental toma un valor mínimo 
para ángulos torsionales muy cercanos a los descritos por la estructura 
cristalográfica. El cálculo del RMSD entre las dos conformaciones nos confirma 
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que las estructuras no se diferencian en más de 2 Å. Así que, este mínimo local 
ha sido el causante de que los datos teóricos de STD-NMR, obtenidos a partir 
de las coordenadas cristalográficas en el apartado 5.1.2 (Panel E de la Figura 
5.1.1), se asemejaran al experimental. Según estos resultados, concluimos 
que, los datos de DRX y los de STD-NMR experimentales, difieren en la 
descripción de la cadena lateral del salacinol en el sitio de unión de dGMII; 
además, los resultados alertan de la necesidad de utilizar un procedimiento de 
exploración espacial intensiva haciendo uso activo de los datos de STD-NMR. 
Además, demuestra fehacientemente que en ausencia de una correcta 
exploración, se corre el riesgo de escoger estructuras erróneas por falta de 
información.
Ahora procedemos a evaluar el desarrollo de los factores R-NOE en el análisis 
conformacional de los tres ligandos. Con este fin, el estudio conformacional se 
ha realizado utilizando como funciones de energía los 6 factores R-NOE 
(Figura 5.1.7). Los resultados revelaron que las modificaciones matemáticas 
presentes en cada factor R-NOE no afectan sus respuestas con el cambio de 
coordenadas. En la Figura 5.1.7 se puede constatar que solo alteran la 
profundidad relativa de cada factor y que el comportamiento de todas ellas es 
el mismo que el del factor Re. 
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Figura 5.1.7. Representación de las superficies conformacionales de los complejos de 
kifunesina (columna 1), salacinol (columna 2) y epotilona-A (columna 3) basadas en los 
factores R-NOE. Los puntos representan las conformaciones encontradas por los métodos de 
DRX (rojo), diferencias entre las intensidades experimentales y calculadas de STD-NMR 
(amarillo) y el campo de fuerzas OPLS2005 (verde). Los valores de las funciones han sido 
normalizados. 
 
Hasta ahora, hemos comparado las superficies de los factores R-NOE, los 
datos crudos de STD-NMR y las energías. Y curiosamente, se podría decir que 
el comportamiento de los factores R-NOE puede ser producto de la 
combinación de los datos de STD-NMR crudos y la función de energía. Al 
fijarnos en los mínimos globales de las superficies, notamos como los factores 
minimizan sus valores cuando están cercanos a la localización de estos 
mínimos. Durante este comportamiento, los factores evidencian su tendencia a 
buscar estructuras de baja energía que cumplan con la información 
proporcionada por los datos de STD-NMR. La mimetización del 
comportamiento de la función de energía por parte de los factores se evidencia 
en la kifunesina (columna 1 de la Figura 5.1.7) con una clara acentuación por 
parte Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw (columna 1, fila 3, 4, 5 y 6 de la Figura 5.1.7). Los 
cuatro factores agudizan la diferencia entre los dos mínimos descritos como 
ocurre con la energía, pero sin cambiar la localización en el eje de las abscisas. 
Como ya se ha venido comentando para el caso del salacinol, la estructura 
determinada por DRX y el resto se diferencian lo suficiente como para 
considerar dos confórmeros. En el 2005, a partir de los mismos datos de STD-
NMR y mediante el uso de otra metodología se llegó a un resultado similar 
(Wen 2005). La cristalografía y los datos de STD-NMR describen la cadena 
acíclica del salacinol con dos conformaciones desiguales. Aun así, los factores 
R-NOE describen un ligero mínimo entorno a la estructura cristalográfica, lo 
que nos induce a pensar que el confórmero descrito por DRX puede presentar 
una aportación menor a las intensidades del STD-NMR. Para poder verificar 
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esta hipótesis, habría que realizar un estudio más profundo del aporte de la 
saturación de ambos confórmeros a los datos de STD-NMR. 
El caso de la epotilona-A es más complejo. Según los datos representados en 
la Figura 5.1.7, el mínimo global de los STD-NMR crudos cae en uno de los 
mínimos locales descrito por los factores R-NOE. Curiosamente, aunque los 
ángulos diedros parecen modificar significativamente las torsiones entre un 
mínimo y otro, los RMSD son pequeños. En un intento de explicar estos 
hechos, las estructuras obtenidas por todos los métodos fueron representadas 
en la Figura 5.1.8. En ella se observa claramente la existencia de dos 
conformaciones diferenciadas por la rotación de unos 113° del átomo H17 
(Panel B). Éste cambio angular implica, a su vez, la rotación del metilo CH3-27 
y leves cambios estructurales en la cadena lateral. Pero este resultado no es 
nuevo; en el trabajo de Canales se llegaron a determinar dos confórmeros 
similares para la epotilona-A mediante datos de TR-NOESY (Canales, Nieto et 
al. 2014). Este resultado se confirmó en un reciente estudio donde se analizan 
nuevos derivados sintéticos de la familia de epotilonas (Jantsch, Nieto et al. 
2016). En ambos estudios, se comentó que la epotilona-A unida a la ?-tubulina 
es capaz de coexistir en dos conformaciones independientes, la sin- y la anti-. 
Además, se llega a determinar las proporciones entre confórmeros. Los 
resultados arrojaron que la conformación sin- es la más probable existiendo en 
una proporción del 84%. En nuestro trabajo, mediante el uso de los factores R-
NOE, llegamos a identificar ambas conformaciones, aunque se diferencia la 
conformación anti- como más probable según la profundidad de los mínimos. 
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Figura 5.1.8. Representación de los confórmeros del complejo de epotilona-A-
?-tubulina obtenidos mediante el uso de técnicas de DRX (rojo), modelado 
molecular (verde), STD-NMR (amarillo), factores R-NOE (gris). (A) 
Solapamiento de las coordenadas de los confórmeros de la epotilona-A (B) 
Ampliación de la zona transversal de la cadena lateral de la epotilona-A. (C) 
Datos de STD-NMR calculados a partir de las coordenadas de cada método de 
evaluación y los datos de STD-NMR experimentales (en negro). Los RMSD se 
obtienen tomando como referencia la estructura cristalográfica. 
 
Los resultados obtenidos en este último estudio sorprenden pues, los factores 
R-NOE tuvieron la sensibilidad suficiente para poder diferenciar entre los 
confórmeros descritos por TR-NOESY, la estructura cristalográfica y el campo 
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de fuerzas OPLS2005; por tanto, se demuestra que el STD-NMR no solo 
depende los datos de interacción intermolecular. Por eso y como se ha 
anunciado anteriormente, el análisis de los resultados de un experimento de 
STD-NMR tiene que ser cuantitativo. Además, señala que el acoplamiento 
entre los protones del ligando influye lo suficiente como para diferenciar 
confórmeros con un RMSD de 0.8 Å; en este estudio, la cantidad de datos son 
suficientes para cubrir los grados de libertad conformacionales de todos los 
ligandos. Por tanto, las soluciones halladas por los factores R-NOE, a partir de 
la exploración del espacio conformacional, son completamente analíticas. A su 
vez, el estudio realizado con la epotilona-A complementa las conclusiones del 
trabajo realizado con TR-NOESY (Canales, Nieto et al. 2014). 
 
5.1.7 Evaluación de los factores R-NOE en el reconocimiento de estructuras 
conocidas ligando-receptor 
 
En la literatura se puede encontrar que los protocolos exhaustivos dedicados a 
la resolución estructural a partir de datos de STD-NMR siguen una serie de 
pasos que se inician con el acoplamiento de las moléculas, seguidos de la 
exploración conformacional del ligando en el sitio de unión y culminan con la 
relajación estructural. En este ámbito, las aplicaciones de los factores R-NOE 
en la evaluación estructural pueden ser diversas. Por tanto, el estudio del 
comportamiento de cada factor R-NOE, en cada paso, nos permitirá conocer el 
factor R-NOE apto para cada tarea. 
Hasta ahora, el comportamiento de los factores R-NOE se estudió frente a la 
variación de los parámetros químico-físicos de la matriz CORCEMA. Además, 
se evaluó el desenvolvimiento de cada uno, en la exploración conformacional 
de tres ligandos en su sitio de unión. Los resultados de estos estudios 
demostraron que los factores actúan como funciones de pseudoenergía y son 
útiles tanto en la búsqueda de confórmeros como en la optimización estructural 
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de complejos moleculares. Basados en estos resultados, nos planteamos 
evaluar los seis factores R-NOE en el procedimiento de acoplamiento 
molecular para sus posteriores usos como funciones de puntuación.  
Este rol para el factor Re está más extendido, dado que es muy común su uso 
en la evaluación de los acoplamientos moleculares de menor energía resueltas 
por algoritmos de modelado molecular (Barra, Jiménez et al. 2016, Marchetti, 
Perez et al. 2016). En estudios de esta índole, los parámetros químicos-físicos 
utilizados se obtienen por ajustes empíricos o ajustes entre rangos cortos de 
valores mediante la optimización del factor Re. 
La decisión de escoger cualquiera de las dos opciones se basa en la relación 
entre el tiempo de cómputo y la exactitud de los resultados. Como algunas de 
nuestras funciones mejoran su robustez frente a la variación de los parámetros 
en el CORCEMA; nos planteamos evaluar los seis factores R-NOE, en el 
procedimiento de búsqueda de la estructura descrita por datos de STD-NMR de 
los complejos proteína-ligando sin ajustes paramétricos previos. A 
consecuencia, los seis factores se sometieron a la búsqueda de las tres 
orientaciones en la unión de los complejos de kifunesina-dGMII, salacinol-
dGMII y epotilona-A-?-tubulina entre 300 acoplamientos generadas con el 
AutoDock 2.4 (Hetenyi and van der Spoel 2002). En este estudio, se consideró 
un rango amplio de parámetros para resolver la matriz CORCEMA y las 
estructuras cristalográficas de los tres complejos proteína-ligando se 
sometieron a una optimización estructural. Las coordenadas resultantes fueron 
tomadas como referencia, de forma que por cada par de moléculas proteína-
ligando se generaron 100 orientaciones. Para eliminar duplicados, los 
complejos obtenidos fueron agrupados por su RMSD, por lo que, finalmente, 
fueron seleccionadas  45 estructuras en la kifunesina-dGMII, 50 en el salacinol-
dGMII y 62 en la epotilona-A-?-tubulina. Por cada estructura generada se 
realizaron 235 cálculos con el CORCEMA considerando diferentes tiempos de 
correlación rotacionales, constantes de velocidad de disociación y constantes 
de equilibrio. Los resultados fueron evaluados mediante la comparación de los 
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STD-NMR calculados y experimentales por medio de los seis factores R-NOE. 
Todos los valores obtenidos por cada factor se ordenaron en orden creciente. 
En cada caso, se considera que la estructura definida como “correcta” está 
ubicada en el primer puesto de la lista con el menor valor del factor R-NOE. 
Finalmente, se cuantificó el total de veces que se hallaron las estructuras de 
referencias en cada posición de las seis listas. 
La mayoría de los estudios estructurales basado en los datos de STD-NMR no 
han sometido hasta la fecha, al factor Re a condiciones tan desfavorables (una 
gran cantidad de estructuras y un amplio rango de parámetros). Bajo estas 
condiciones límite se obtiene la Figura 5.1.9. En ella se ilustra el número de 
veces que se encontraron las estructuras de referencia en una posición de la 
clasificación. Claramente, se puede observar en la imagen que ninguna de las 
funciones de puntuación fue capaz de escoger el 100% de las veces las 
estructuras referencia como primera opción. El mejor rendimiento se obtuvo 
con los factores Re y Rt al encontrar solo el 50% de las estructuras de 
referencia. 
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Figura 5.1.9. Capacidad de las funciones de ajuste de encontrar las estructuras 
de referencia para los complejos proteína-ligando entre varias poses de unión,  
considerando un amplio espectro de constantes químico-físicas. El eje de la 
abscisa corresponde a la posición de la lista. La posición 1 es la considerada 
como la estructura con mejor ajuste. El eje de las ordenadas es el número de 
veces que se encontró alguna estructura de referencia sin importar la 
parametrización usada. 
Ahora, si en vez de tener en cuenta la primera posición, consideramos las cinco 
primeras posiciones de la clasificación. Encontramos que los factores Rtm, Rtwm, 
Rms y Rmsw son capaces de localizar las estructuras de referencia el 100% de 
las veces. Este resultado implica que las cuatro funciones consiguen localizar 
las estructuras sin importar el conjunto de parámetros cinéticos o de relajación 
escogidos. En consecuencia, podríamos realizar una exploración exhaustiva 
con el ligando, sin necesidad de ajustes paramétricos, y sin reducir la exactitud 
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del método. Además, debido al número de orientaciones tenidas en cuenta y a 
la capacidad de rastrear correctamente el 100% de las estructuras frente al 
95% alcanzado por el Re, la implementación de estas funciones posibilitaría el 
aumento de la sensibilidad de los métodos de elucidación basados en datos de 
STD-NMR. Así, aseguramos que la estructura correcta siempre sea escogida 
cuando el algoritmo de acoplamiento molecular la genere. 
 
Tabla 5.1.5. Porcentaje de acierto de las funciones de ajuste en el 
reconocimiento de estructuras de referencia entre 300 estructuras generadas 
por el AutoDock 4.2. 
 
 
Un análisis más profundo y cuantitativo fue realizado sobre la cantidad de 
aciertos ubicados en las cinco primeras posiciones de cada lista. En el estudio 
se calculó el total de aciertos de los factores R-NOE en cada complejo 
molecular. Los resultados se promediaron y se calcularon las desviaciones 
estándar(Tabla 5.1.5).  
Como ya hemos dicho, el primer puesto de cada lista tiene un valor bajo de 
aciertos, pero además se observa una elevada desviación entre los tres 
sistemas. Solo Rt muestra una precisión aceptable con un error relativo del 9%. 
Hay que recordar que la única diferencia entre Re y Rt se encuentra en el 
término Sk. Por tanto, podemos adjudicar la mayor precisión de Rt a la 
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corrección del término Sk, quedando de manifiesto el papel de Scal,k en la 
corrección de las desviación por medio de la reducción de la incertidumbre en 
la formulación. 
Pero, cuando se tienen en cuenta más posiciones, la capacidad de reconocer 
la estructura correctamente mejora en los tres sistemas estudiados y disminuye 
significativamente la desviación estándar entre ellos. A partir de la posición 3, 
los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw logran incluir el 100% de las estructuras de 
referencia. Mientras que, Re y Rt no son capaces de ubicarlas en las 5 primeras 
posiciones. 
Sin embargo, las únicas funciones que mostraron ser significativamente menos 
sensibles a los parámetros del CORCEMA, en el estudio estadístico realizado 
en el aparatado 5.1.5, fueron Rtm y Rtwm; en esa sección, también se pudo ver 
como Rms y Rmsw describen una tendencia a disminuir ligeramente sus 
variaciones máximas. Hay que recordar que el 50% de la contribución a Rms y 
Rmsw es aportada por un término que penaliza los ajustes paramétricos que no 
minimizan la diferencia media entre la saturación experimental y calculada. 
Esto se traduce en un aumento en el factor R-NOE cuando los parámetros se 
alejan de los valores reales. A consecuencia de la adición de este término, el 
efecto causado por ∆ܯ o ∆ܯ௪ se ve reducido, y los dos factores no llegan a ser 
estadísticamente más robustos que Re o Rt. A pesar de la contradicción interna 
en las formulaciones, los factores Rms y Rmsw alcanzaron los mismos resultados 
que Rtm y Rtwm con solo el 50% de la aportación del término resta ቀܵ௘௫௣,௞ −
൫ܵ௖௔௟,௞ + ∆ܯ൯ቁ
ଶ
. Este resultado es un manifiesto de la sólida influencia ejercida 
por la modificación de este término. Además, constata que los términos ?M y 
?Mw están directamente relacionados con la disminución de la sensibilidad de 
los factores R-NOE frente a los parámetros químico-físicos. 
Como muestran los resultados, cuando no se conoce la parametrización, a 
partir de cualquiera de los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw se puede obtener la 
estructura descrita por las intensidades de STD-NMR pues, las cuatro 
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funciones siempre localizan la estructura buscada entre sus primeras 5 
opciones. A consecuencia, podemos plantear un protocolo de acoplamiento 
molecular en dos pasos. En el primer paso, se explora exhaustivamente la 
superficie de la proteína con un juego de parámetros escogidos empíricamente. 
Las cinco estructuras que minimizan más el valor de Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw son 
escogidas y se someten a un segundo paso, en donde se optimizan los 
parámetros cinéticos y de relajación con Rt o Re. Ambas funciones han 
demostrado ser estadísticamente sensibles a los cambios en la 
parametrización, de forma que minimiza su valor en los casos que el ajuste 
disminuye las diferencias entre los STD-NMR experimentales y calculados. 
Finalmente, Rt y Re escogerían la estructura que mejor describe las 
intensidades de STD-NMR, pues han recopilado el mayor índice de acierto 
entre sus dos primeras posiciones (~80%) (Tabla 5.1.5). Debido a que no 
conocemos el comportamiento de los factores inmersos en un procedimiento 
de ajuste paramétrico acoplado a una búsqueda estructural, en el próximo 
capítulo analizaremos el segundo paso propuesto. A causa de los resultados 
obtenidos en este trabajo, la implementación de los nuevos factores R-NOE en 
protocolos de acoplamiento molecular permitirá identificar con mayor certeza la 
estructura de los complejos moleculares descrita por los datos de STD-NMR. 
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5.2 Diseño e implementación del STD-MaPa, software para la determinación 
estructural de complejos moleculares con datos de RMN 
 
5.2.1 Antecedentes 
 
A día de hoy, no existe un algoritmo automático que sea capaz de crear y 
evaluar la estructura descrita por los datos de STD-NMR a partir de las 
coordenadas de macromoléculas y ligandos. Además, la ausencia de un 
protocolo autoconsistente encargado de esta tarea, aumenta la posibilidad de 
cometer errores. Como se puedo extraer del estudio conformacional del 
aparatado 5.1.6, la carencia de una correcta exploración del espacio de 
coordenadas puede inducirnos a escoger una estructura errónea. Por tanto, el 
diseño de una metodología que se pueda implementar en un algoritmo 
automático y autoconsistente es imprescindible, si se desean obtener 
resultados analíticos a partir de los espectros de STD-NMR. 
Hasta el momento, hemos estudiado cinco nuevos factores R-NOE que 
mejoran la robustez, sensibilidad y exactitud del factor R-NOE tradicional. 
Además, analizamos sus comportamientos aplicándolos activamente en 
protocolos de exploración conformacional e identificación de la orientación del 
ligando en los procedimientos de acoplamiento molecular. Los avances 
logrados nos dan los soportes necesarios para el diseño de una rutina analítica 
y automática que identifique la estructura descrita por el ligando en la unión a 
partir de los datos de STD-NMR para complejos formados entre 
macromoléculas y ligandos. 
Por estas razones, uno de los objetivos de nuestro trabajo es cubrir el diseño, 
implementación y comprobación de un algoritmo automático, capaz de obtener 
la estructura descrita por los datos de STD-NMR. El primer paso estuvo 
centrado en la creación de una metodología que se pudiera automatizar y que 
asegure la veracidad de los resultados. La implementación desencadenó en la 
 
 
 
 
 
114  
 
creación de un entorno único dedicado a la elucidación de las estructuras de 
diversos tipos de complejos moleculares basada en datos de STD-NMR. 
Posteriormente, se realizaron diversos protocolos enfocados en la 
comprobación del algoritmo diseñado. 
 
5.2.2 Diseño de la metodología 
 
Los protocolos de obtención estructural y su posterior evaluación a partir de 
datos de STD-NMR están muy estandarizados. A grandes rasgos, podemos 
decir que en ellos se realiza un acoplamiento molecular, seguido de la 
optimización estructural del complejo molecular y se termina con la 
comparación de los datos de STD-NMR experimentales y los calculados con el 
CORCEMA-ST (Canales, Rodríguez-Salarichs et al. 2011). Como ya se ha 
comentado, estos métodos utilizan pasivamente la información extraída de los 
experimentos de STD-NMR y carecen de los mecanismos para asegurar la 
veracidad de las estructuras. 
Sin embargo, la implementación de dichos protocolos en un algoritmo 
automático es fácil. Además, la combinación de la automatización con la 
adición de ciertos controles permite, como se constatará más adelante, gozar 
de un algoritmo de elucidación estructural cuantitativo que mimetiza el uso 
activo de los datos de STD-NMR y asegura la veracidad de las estructuras. Por 
tanto, la metodología implementada en el presente trabajo aglutina las tareas 
comentadas anteriormente junto a otras que se fusionan en el protocolo 
esquematizado en el diagrama de flujo de la Figura 5.2.1. 
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Figura 5.2.1. Diagrama de flujo del método implementado en el programa STD-
MaPa (STD Modelling Adjusting Parameter Approach): Los óvalos representan 
el inicio y fin del programa, los romboides simbolizan cualquier tipo de entrada 
de datos, los rombos indican operaciones lógicas de respuestas binarias (sí o 
no) y los rectángulos simbolizan cualquier tipo de operación. Diferenciamos con 
fondo rosado, los elementos del método relacionados con la exploración 
paramétrica y con fondo verde, los elementos del método relacionados con la 
generación de las coordenadas del ligando en la unión. 
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El protocolo comienza obteniendo las coordenadas de las estructuras de la 
macromolécula y el ligando. Posteriormente, se aplican dos operaciones 
lógicas de respuesta binaria para decidir si se generaran diversos entornos 
paramétricos y diversas orientaciones. Una vez llegado a este punto, los 
protones de ambas moléculas son identificados según el grupo químico al que 
están enlazados, y se procede a extraer sus posiciones espaciales. Con estos 
valores, se calculan los datos de STD-NMR para las diferentes combinaciones 
protónicas mediante el método CORCEMA, tomando en consideración los 
entornos paramétricos generados. Los seis factores R-NOE estarían 
implementados para poder cubrir los diversos procedimientos incluidos en la 
metodología. De esta forma, obtenemos las intensidades experimentales y 
evaluamos los datos calculados con los factores R-NOE. Finalmente, la 
metodología arroja las coordenadas y los parámetros químico-físicos que, en 
su conjunto, minimizan los factores R-NOE. A partir de aquí, la metodología da 
diversos caminos que se pueden recorrer hasta alcanzar el punto en el cual los 
factores R-NOE no disminuyan más sus valores. Además, la flexibilidad 
inherente en esta metodología permite la inclusión de cálculos de Dinámica 
Molecular o de exploraciones conformacionales. 
 
5.2.3 Componentes del software STD-MaPa 
 
Para lograr tal objetivo, varias rutinas de Fortran, Scripting Bash, tcl/tk y 
Matlab/Octave fueron diseñadas e implementadas para poder cubrir las 
necesidades de un protocolo tan ambicioso. En su conjunto, los algoritmos se 
encargarán de realizar las tareas que se relatan a continuación. Primero, se 
deben cargar las coordenadas iniciales de la estructura de la proteína y el 
ligando y con ellas, crear un conjunto de modos de unión que asegure la 
generación de la estructura descrita por los datos de STD-NMR. 
Paralelamente, se generan diversos entornos paramétricos. A partir de las 
coordenadas del ligando en el sitio de unión, se recogen las de los protones de 
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las redes protónicas de las moléculas y se identifica su origen químico. Luego, 
se realiza el cálculo del STD-NMR mediante el método CORCEMA, 
combinando las redes protónicas y los entornos paramétricos generados, para 
que finalmente, con todos los datos de STD-NMR calculados, se evalúen con 
los seis factores R-NOE. En este paso, el protocolo tiene siempre que escoger 
la estructura descrita por los datos de STD-NMR experimentales. Además, la 
combinación de las rutinas tiene que aportarle al protocolo la suficiente 
flexibilidad para que se puedan acoplar algoritmos externos para el pos 
procesado.  
Las rutinas que hemos diseñado no realizan esta tarea debido al cuantioso 
número de algoritmos existentes en la literatura, que pueden ser utilizados en 
la exploración y optimización estructural de las estructuras resueltas por 
nuestro protocolo. Además, como se verá en el apartado 5.3, esta decisión 
permite acoplar nuestra metodología a diferentes métodos de resolución 
estructural de RMN, DRX o crio-ME. 
Por último, el procedimiento metodológico ilustrado en el diagrama de flujo de 
la Figura 5.2.1 ha sido implementado en el programa, hecho por nosotros, 
STD-MaPa. El programa STD-MaPa obtiene de forma automática y bajo un 
entorno amistoso la estructura de los complejos macromolécula-ligando. Como 
filosofía, se persigue proporcionar una interfaz accesible para usuarios no 
expertos. Por consiguiente, la instalación de los paquetes es automática y está 
bien documentada en el fichero de texto “INSTALL”. Como la instalación 
acarrea la compilación de diversos programas y se desea la máxima 
compatibilidad con todos los sistemas, la instalación se realiza mediante los 
simples comandos de consola “configure” y “make”. Así, cualquier usuario con 
conocimientos básicos en la consola de Linux o Unix, va a poder instalar el 
programa. Para usuarios de PC, la versión 0.9 del programa se probó 
satisfactoriamente en Windows 7 mediante el Cygwin 2.5.2. 
Las diferentes rutinas que forman parte del STD-MaPa se encuentran 
representadas esquemáticamente en la  
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Figura 5.2.2. En la ilustración se puede observar como el STD-MaPa está 
compuesto por disímiles módulos. Esta construcción está pensada para su fácil 
actualización, adaptación y modificación. Es necesario dejar constancia que el 
programa presenta rutinas desarrolladas por terceras personas que están bajo 
la Licencia Pública General (GNU) o en el caso que se aplique, se obtuvo el 
consentimiento expreso para su implementación. El uso de las rutinas creadas 
por terceras personas se ha debido al deseo de utilizar algoritmos eficientes y a 
la reducción del tiempo de programación. La licencia está bien documentada en 
el fichero “LICENSE” y viene junto con el instalador. 
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Figura 5.2.2. Constitución esquemática del programa STD-MaPa. En rosado, la interfaz accesible 
para el usuario; en naranja, módulos utilizadas por el gestor de programas; en morado, subrutinas; 
en verde, rutinas de terceros incluidas en el STD-MaPa. Las rutinas de terceros están bajo la 
Licencia Pública General (GNU) o el autor ha dado el consentimiento expreso para su 
implementación. STD-MaPa es un programa de uso libre y se distribuye bajo la licencia GNU. 
 
El STD-MaPa se compone de diversos niveles de programación. El nivel 
superior está formado por la Interfaz de Usuario. A través de ella, los usuarios 
acceden al Gestor de Programas y Scripts. A su vez, la Interfaz de Usuario se 
compone de la Interfaz Gráfica (GUI) y la Interfaz de Línea de Comandos (CLI). 
La GUI está programada en Tcl/Tk y pretende ofrecer un entorno amigable que 
posibilita que los usuarios interactúen con las rutinas del programa 
cómodamente (ver Figura 5.2.3 y Figura 5.2.4-A). Está compuesta por 
funciones de tcl/tk, capaces de crear un entorno único que da la posibilidad de 
diseñar el proyecto, realizar el cálculo, recolectar los datos, graficarlos y 
analizar las estructuras de salida. 
La Figura 5.2.3 muestra alguna de las facilidades que proporciona el STD-
MaPa en la creación del proyecto. Es necesario conocer que la GUI no opera 
directamente sobre el Gestor de Programas y Scripts, solo envía las directrices 
a CLI. A su vez, CLI se compone de un único script programado en Bash 
encargado de ejecutar el Gestor de Programas y Scripts. Por tanto, se puede 
decir que el cálculo inicia cuando la CLI es ejecutada. 
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Figura 5.2.3. Interfaz gráfica del STD-MaPa, en la que se muestra la ventana 
Tabla y el Visualizador de Moléculas (Jmol).  
 
Como se puede notar en la  
Figura 5.2.2, en un nivel intermedio se encuentra el Gestor de Programas y 
Scripts. Este módulo es el centro del STD-MaPa y está encargado de gestionar 
la mayoría de los módulos del STD-MaPa. La ejecución de los programas Vina, 
OpenBabel (O’Boyle, Banck et al. 2011) y CORCEMA-ST también está ligada 
al gestor, aunque sean programas externos. Solo, las rutinas de Paralelización, 
Parado de Procesos y Reenvío de Cálculos se encuentran fuera de éste, 
debido a que ejercen un control directo sobre su trabajo. 
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El Gestor de Programas y Scripts regula 5 módulos internos y el Generador de 
Coordenadas. Entre ellos se encuentra un módulo utilitario que contiene el 
temporizador, las ayudas y la información sobre la versión del programa. El 
tratamiento del formato de los ficheros corre a cargo de un módulo que está 
interconectado con el OpenBabel. Este módulo es de gran importancia porque 
ejerce la función de intérprete entre la entrada y salida del resto de módulos. 
Aquí, el OpenBabel se utiliza para traducir los sistemas de coordenadas y, 
junto con el Diferenciador de Hidrógenos, rectifica los estados de protonación 
de las estructuras. Todos los programas y subrutinas de este módulo están 
escritos en Fortran; el resto de los módulos están ligados a la metodología de 
elucidación de estructuras y van a ser comentados con mayor profundidad en 
los siguientes apartados. 
 
5.2.3.1 Módulo de optimización paramétrica 
 
La optimización paramétrica se divide en dos procesos ubicados 
metodológicamente antes y después del cálculo de las intensidades teóricas. 
En la primera parte se construyen los diferentes entornos paramétricos que se 
desean explorar. El módulo está constituído por tres funciones que se encargan 
de generar los rangos de valores para el tiempo de correlación rotacional del 
ligando, la constante de asociación y la constante de velocidad de disociación. 
El tiempo de correlación de la macromolécula no se incluyó en la primera 
versión del programa porque puede obtenerse por medio del HYDROPRO 
(Garcia de la Torre, Navarro et al. 1994, Garcia de la Torre, Huertas et al. 
2000). Aunque, como podrán ver posteriormente, podemos realizar su 
optimización a través de un script externo. La Figura 5.2.4 muestra las 
facilidades que nuestro entorno gráfico ofrece para configurar los rangos 
fácilmente. 
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Posterior al cálculo de las intensidades de STD-NMR, los datos pasan al 
módulo que contiene los factores R-NOE. Aquí se organizan los parámetros y 
las orientaciones obtenidas en orden creciente, a partir de los valores de los 
factores R-NOE. Por lo general, en las primeras posiciones se pueden 
encontrar todos los acoplamientos con un mismo juego de parámetros. Esta 
aplicación del STD-MaPa nos permite determinar de manera aproximada la 
constante de asociación aparente, la constante de velocidad de disociación 
aparente y los tiempos de correlación. En el aparatado 5.2.4 se analiza la 
capacidad de optimización paramétrica del programa. 
 
 
 
Figura 5.2.4. Interfaz gráfica del programa STD-MaPa dedicada al ajuste de las 
condiciones experimentales y parámetros químico-físicos. Se accede a ambas 
ventanas activando las pestañas de “Molecular Info” y “NMR Info” 
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5.2.3.2 Módulo de generación de modelos 
 
La generación de la unión entre la macromolécula y el ligando es un paso 
crítico en nuestro protocolo y su diseño es complejo. El algoritmo involucrado 
muestra, en este paso, la creación de un complejo molecular estructuralmente 
cercano al descrito por los datos de STD-NMR en ausencia de un campo de 
fuerzas tradicional. Además, el algoritmo tiene que lograr su objetivo creando 
una mínima cantidad de complejos moleculares. 
Si contamos con las rutinas que se encuentran en la literatura dedicadas a la 
generación de posiciones entre moléculas, el diseño de un nuevo algoritmo 
carece de sentido. Por lo tanto, optamos por la búsqueda de un algoritmo 
externo que cumpla con nuestras condiciones y sea fácilmente adaptable. A 
consecuencia, el AutoDock Vina fue escogido (Trott and Olson 2010).
El AutoDock Vina es un programa de código abierto dedicado al acoplamiento 
molecular y al cribado virtual. El programa fue escogido porque presenta una 
opción de exploración espacial aleatoria y otra de optimización estructural de 
búsqueda local (Baxter 1981, Blum, Roli et al. 2008). En la primera parte, el 
programa solo tiene en cuenta los choques estéricos y no considera ninguna 
función de energía. Mientras que, en su segunda opción, Vina realiza una 
minimización energética local optimizando los contactos entre la superficie de 
la macromolécula y el ligando. Además de estas dos secciones, el programa 
consta de un método principal que combina los anteriores pasos con 
optimizaciones estocásticas basadas en algoritmos genéticos (Holland 1975) y 
enfriamiento simulado (“Simulated Annealing”) (Kirkpatrick, Gelatt et al. 1983). 
Por tanto, las funcionalidades del AutoDock Vina son idóneas para el diseño de 
un protocolo de acoplamiento molecular con los factores R-NOE como 
funciones de energía. 
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El método principal implementado en AutoDock Vina consta de una sucesión 
de pasos de mutaciones y optimizaciones locales, siendo cada paso aceptado 
acorde a los criterios de Metropolis (Hastings 1970). En su implementación se 
aplicaó el método de optimización local Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno 
(BFGS) (Wright and Nocedal 1999). El método BFGS es un eficiente método de 
cuasi-Newton que usa el valor de la función de puntuación y su gradiente para 
encontrar los mínimos locales. La combinación de todo esto da como resultado 
un algoritmo adaptado para una exploración rápida y eficiente de las superficies 
de las macromoléculas. 
Estos dos mecanismos fueron implementados en nuestro programa pues, si 
solo se hubiese implementado el algoritmo de generación aleatoria, la 
exploración espacial consumiría mucho tiempo de cálculo o se tendría que 
considerar un espacio de exploración reducido. Ambas consecuencias son 
inaceptables debido a que reducirían la posibilidad de encontrar la estructura 
descrita por las intensidades de STD-NMR.  
En conclusión, el STD-MaPa utiliza el método principal de Vina para genera las 
primeras 20 orientaciones de la unión. Así, aseguramos la descripción de las 
20 posiciones menos energéticas en la zona explorada. Para el resto de las 
orientaciones, implementamos una personalizada sucesión de pasos de 
generación aleatoria de coordenadas, seguida de reducidas carreras de 
optimizaciones locales. En la generación de los acoplamientos, son aceptadas 
todas las estructuras que no presenten choques estéricos. A consecuencia de 
la adaptación de los algoritmos obtenidos por el AutoDock Vina, logramos un 
Generador de Coordenadas rápido y reproducible. 
La exactitud del método de búsqueda de complejos moleculares del AutoDock 
Vina fue estudiada por sus autores y comparada con el AutoDock 4.0 (Morris, 
Goodsell et al. 1998). Aunque los resultados sorprenden por el sustancial 
aumento de exactitud, no son suficientemente buenos para nuestro algoritmo. 
En su estudio, solo el 78% de los 190 casos estudiados fueron predichos; en 
cambio, nuestro protocolo necesita un algoritmo que sea capaz de generar el 
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100% de las estructuras que se buscan. La causa de los fracasos pudo 
deberse a diversos factores, entre los que se pueden encontrar: el algoritmo de 
generación, el espacio conformacional explorado o la función de energía, entre 
otros. En cualquier caso, el procedimiento de nuestro protocolo para generar 
coordenadas tiene que ser estudiado para poder delimitar las condiciones que 
aseguran el 100% de las predicciones. 
Por consiguiente, hemos probado la exactitud del Generador de Coordenadas 
con una base de datos de referencia de cribado virtual llamada Directorio de 
Señuelos Útiles o, con su nombre original, “Directory of Useful Decoys” (DUD) 
(Huang, Shoichet et al. 2006). DUD se diseñó para ayudar a comprobar los 
algoritmos de ensamblaje molecular mediante el uso de señuelos desafiantes. 
La base de datos contiene 2950 ligandos y 40 proteínas dianas. A su vez, cada 
ligando tiene 36 señuelos físicamente similares con topologías distintas, 
resultando en una base de datos compuesta de 98266 compuestos. Como se 
desprende de este estudio, la validez de nuestro programa solo se probará en 
sistemas compuestos por proteínas y ligandos. 
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Figura 5.2.5. (A) Estructuras cristalográficas generadas con el Generador de 
Coordenadas a partir de los compuestos de la base de datos DUD. Cada 
complejo es contado como una respuesta positiva si al menos se llega a 
generar una vez la estructura cristalográfica. Las respuestas afirmativas se 
cuantificaron y normalizaron con respecto al total de complejos. (B) 
Representación esquemática de las dimensiones de los paralelepípedos en la 
?-tubulina (rojo). En azul, las dimensiones del espacio con el 100% de las 
estructuras cristalográficas generadas. 
 
En nuestro estudio se ha tenido en cuenta todos los compuestos de la base de 
datos DUD. Los sitios de unión de los complejos moleculares fueron 
identificados y 5 paralelepípedos cúbicos de diferentes tamaños se centraron 
en los sitios de unión de cada diana. Las dimensiones de las aristas de las 
celdas se fijaron en 20, 25, 30, 35 y 40 Å. Luego, se realizaron tres 
experimentos con cada condición. Para ello, se le asignó al Generador de 
Coordenadas la tarea de crear 1, 5 y 20 modos de unión respectivamente. 
Finalmente, las estructuras de los complejos moleculares generadas 
correctamente fueron identificadas y con ellas, se cuantificaron la proporción de 
aciertos (Figura 5.2.5-A). 
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La Figura 5.2.5 muestra el porcentaje de aciertos por cada celda y número de 
orientaciones generadas. Con estos resultados se comprueba que el 
Generador de Coordenadas no es capaz de asegurar el 100% del éxito con 
todas las condiciones. Cuando se genera una única unión, el algoritmo sólo 
llega a generar el 90% de las estructuras cristalográficas en los 
paralelepípedos menores, debido a que, en las celdas de dimensiones 
mayores, el total de aciertos disminuye en función del tamaño. Estos resultados 
se asemejan al 78% obtenido por los autores del AutoDock Vina. La diferencia 
entre ambos estudios radica en el espacio explorado, puesto que en su estudio, 
las aristas eran siempre asimétricas y mayores a 22,5 Å. Sin embrago, en el 
nuestro, los aciertos menores al 80% se obtienen en celdas de aristas mayores 
a 30 Å, siendo, el mayor número de aciertos de nuestro estudio provocado por 
el uso de celdas cúbicas centradas en el sitio de unión. Esta simple 
consideración aumentó la eficiencia del algoritmo de acoplamiento molecular 
un ~10%. 
Al generar 5 y 20 orientaciones alcanzamos a generar el 100% de las 
estructuras cristalográficas en las celdas de menor tamaño. Al igual que ocurre 
con la generación de una sola unión, en las celdas de aristas mayores a 25 Å 
disminuye la eficiencia. Por esa razón, en la celda con aristas de 30 Å, el 
Generador de Coordenadas logra crear solo el ~95% de las coordenadas 
cristalográficas. Esta limitación no es muy grave porque una celda con aristas 
de 25 Å proporciona el espacio suficiente para que el ligando rote libremente 
(Bursulaya, Totrov et al. 2003) y pueda explorar la cavidad de unión de la 
proteína. Con el fin de ilustrar las dimensiones de las cinco celdas, en la Figura 
5.2.5-B se representa la superposición teórica de los paralelepípedos utilizados 
en nuestro estudio sobre el sitio de la ?-tubulina. Como podemos confirmar, la 
celda con aristas de 25 Å permite explorar una extensa zona de la superficie de 
esta proteína.  
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5.2.4 Complejos moleculares de referencia 
 
Posterior al análisis de Generador de Coordenadas, procedemos a evaluar la 
capacidad del programa en la optimización de los parámetros y en el 
reconocimiento de los modos de unión más cercanas a las descritas por los 
datos de STD-NMR. En estos estudios, al igual que en el apartado 5.1, se 
necesitan complejos moleculares para utilizarlos como referencia. Al igual que 
en ese aparatado, los complejos moleculares tienen que cumplir con que los 
datos de STD-NMR y las estructuras atómicas (a alta resolución) hayan sido 
obtenidas previamente. Además, ambas técnicas tienen que describir la misma 
estructura atómica. Hasta ahora habíamos utilizados con éxito la kifunesina-
dGMII, salacinol-dGMII y la epotilona-A-?-tubulina. Para este nuevo estudio, 
hemos seleccionado adicionalmente los complejos de podofilotoxina-?,?-
tubulina y PM060327-?,?-tubulina. En conjunto, los cinco compuestos aportan 
una riqueza estructural que los convierte en un buen grupo de referencia 
(Figura 5.2.6). 
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Figura 5.2.6. Estructura química de los ligandos de referencia. (A) Kifunesina, 
(B) Salacinol, (C) Epotilona-A, (D) Podofilotoxina y (E) PM060327. 
 
 
Los nuevos candidatos son compuestos orgánicos Inhibidores del Ensamblaje 
de Microtúbulos que se unen a la interface entre ?- y ?- tubulina. La 
podofilotoxina (Figura 5.2.6-D) es un lignano natural muy conocido por su 
actividad antitumoral y antiviral. Este lignano se enlaza al sitio ubicado en la 
interface intradimérica del heterodímero de ?,?-tubulina (Ravelli, Gigant et al. 
2004). Mientras que, el PM060327 (Figura 5.2.6-E) pertenece a una reciente 
familia de compuestos citotóxicos de origen marino. Según el cristal del 
análogo PM060184 (Prota, Bargsten et al. 2014), esta familia se une a la 
superficie de ?-tubulina que forma parte de la interface dimérica al constituirse 
los microtúbulos. 
La estructura cristalográfica de la podofilotoxina fue resuelta en el 2004. Al 
igual que la epotilona-A, la podofilotoxina fue cristalizada junto con el complejo 
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T2R. La resolución de la estructura cristalográfica es de 4.2 Å y su código PDB 
es 1SA1. En cuanto al PM060327, su estructura cristalográfica no se ha 
resuelto hasta la fecha. 
 
Tabla 5.2.1. Tabla de datos cristalográficos del complejo PM060327-T2R. 
 PM060327 
Data collection  
Space group P212121 
Cell dimensions??  
a, b, c (Å)? 103.3, 156.3, 180.3 
???????????? (?) 90, 90, 90 
Resolution (Å)* 49.5-2.8 (2.87-2.80) 
No. reflections 73295 (5276) 
Rmeas (%) 22.1 (417.0) 
Rpim 6.5 (181.6) 
I / ?I 13.7 (1.0) 
Completeness (%) 100.0 (100.0) 
Redundancy 13.1 (13.6) 
  
Refinement  
Resolution (Å) 47.8-2.8 
No. unique reflections 73295 
Rwork / Rfree (%) 17.3 / 22.8 
Average B-factors (Å2)  
Complex 83.7 
Solvent 65.8 
  
Wilson B-factor 73.7 
Root mean square deviation from ideality  
Bond length (Å) 0.009 
Bond angles (°) 1.079 
Ramachandran statisticsc  
Favored regions (%) 96.8 
Allowed regions (%) 3.05 
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Outliers (%) 0.15 
 
*Highest-resolution shell is shown in parentheses. cAs defined by MolProbity (Davis, Murray et 
al. 2004) 
 
En este trabajo, con la colaboración del grupo del Profesor Steinmetz se logró 
cristalizar la estructura del complejo de PM060327-T2R. La cristalización se 
realizó mediante la aproximación experimental utilizada para la epotilona-A y la 
podofilotoxina. El sitio descrito por la estructura cristalográfica del PM060327 
es el mismo que el análogo previamente cristalizado. Ambos se encuentran 
extendidos sobre la superficie interdimérica de la ?-tubulina, asumiendo una 
conformación lineal y con el grupo terc-butilo de la posición 16 marcadamente 
expuesto hacia el solvente. La unión cristalográfica revela tres puntos de 
anclaje con la proteína, los cuales incluyen un puente de hidrógeno entre el 
grupo carbonilo en la posición 2 y los residuos Asn102 y Lys105 de la ?-
tubulina; un puente de hidrógeno entre el grupo carbonil ubicado en la posición 
14 y la Val181 de la ?-tubulina; y una interacción hidrofóbica entre el grupo 
metilo en la posición 7 del ligando y el bolsillo hidrofóbico formado por los 
residuos Asn101, Asn102, Val182, Phe404 y Tyr408 de la ?-tubuina. 
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Figura 5.2.7. (A) Estructura cristalográfica del complejo de PM060327-T2R. (B) 
Representación del sitio de unión con el modelo de la molécula de PM060327 
localizada en la densidad electrónica. (C) Representación del sitio de unión con 
la estructura de la molécula de PM060327 unida a ?2-tubulina. 
 
La obtención y caracterización del STD-NMR de la kifunesina, salacinol y 
epotilona-A se han descrito a lo largo de este trabajo. Por tanto, solo 
procederemos a describir los complejos moleculares con la podofilotoxina y 
PM060327. Los valores de STD-NMR de ambos compuestos se representaron 
en la Figura 5.2.8 junto con los datos de la kifunesina, salacinol y epotilona-A. 
Los espectros de STD-NMR de los complejos de podofilotoxina y PM060327 se 
adquirieron en presencia de heterodímeros de ?,?-tubulina bajo condiciones 
despolimerizantes, utilizando un espectrómetro Bruker AVANCE de 600 MHz a 
298 K y 310 K respectivamente. La unión de la podofilotoxina y de cuatro 
análogos naturales extraídos de la planta medicinal Mexicana Bursera 
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fagaroides fueron caracterizadas mediante datos de STD-NMR y TR-NOESY, 
en colaboración con el grupo de la Profesora Laura Álvarez de la Universidad 
Autónoma de Morelos (Antúnez-Mojica, Rodríguez-Salarichs et al. 2016).  
Previo a la publicación de la estructura cristalográfica del PM060184, los 
mecanismos de acción y la ubicación de los sitios de unión de PM060184, 
PM050489 y PM060327 fueron investigados en un trabajo realizado en nuestro 
laboratorio. En éste, se caracterizó la unión del PM060327 mediante datos de 
STD-NMR y TR-NOESY. En el análisis realizado a los picos de cruces 
negativos del TR-NOESY, se detectaron correlaciones entre protones vecinos, 
no encontrándose correlaciones entre protones lejanos según la secuencia de 
la molécula. Esta evidencia, sugirió por primera vez la adopción de una 
conformación extendida. Resultado que posteriormente confirmó la estructura 
cristalográfica del PM060184.  
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Figura 5.2.8. Datos de STD-NMR experimentales y calculados para los 
complejos de kifuensina-dGMII, salacinol-dGMII, epotilona-A-T2R, 
podofilotoxina-T2R y PM060327-T2R. Los datos de STD-NMR experimentales 
están representados con líneas y círculos negros. Los datos de STD-NMR 
calculados están representados con líneas y cuadrados rojos. 
 
Los datos de STD-NMR teóricos fueron calculados para la estructura 
optimizada de cada complejo molecular a partir de sus coordenadas 
cristalográficas. Como la estructura cristalográfica del salacinol y los datos de 
STD-NMR describen confórmeros diferentes; se eligieron las coordenadas 
referidas al mínimo global de la Figura 5.1.7.  
Cuando comparamos los datos de STD-NMR experimentales y calculados en el 
complejo de PM060327 hayamos diversas inconsistencias. El sitio de unión 
expuesto al medio acuoso, la conformación lineal y la flexibilidad de algunas 
zonas de la estructura alejan las intensidades de STD-NMR calculadas de los 
datos experimentales. Como se puede ver, las intensidades de los protones 
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localizados en las regiones de mayor flexibilidad son sobreestimadas en 
nuestros cálculos. Puesto que el análisis que se va a realizar no tiene en 
cuenta la contribución de múltiples conformaciones, sólo son considerados los 
protones cercanos a los grupos que permiten el anclaje de PM060327 a la 
proteína. Por la importancia de las interacciones en estas regiones, la 
conformación de la estructura entorno a estos puntos estará más conservada. 
Al seleccionar los protones, también hay que considerar su posición en el 
ligando, ya que debemos asegurar la correcta descripción de la unión por 
medio de los datos de STD-NMR. Consecuentemente, se eligieron los protones 
H4, CH3-O, H7, CH3-9, H13, tBu-16 y CH3-26.  
Posterior al análisis de los datos de STD-NMR y la estructura cristalográfica de 
los cinco complejos moleculares, podemos continuar con las comprobaciones 
sobre los algoritmos implementados en el STD-MaPa. Por tanto,en el siguiente 
apartado estudiamos el comportamiento de los Factores R-NOE. Aunque los 
factores se han estudiado en profundidad, todavía no se ha analizado el 
desenvolvimiento de las seis funciones en un procedimiento de ajuste 
paramétrico ensamblado a uno de acoplamiento molecular. 
 
5.2.5 Evaluación de la calidad de los factores R-NOE en el ajuste combinado 
de parámetros y estructuras de los complejos 
 
En aparatados anteriores se ha analizado el algoritmo implementado en el 
STD-MaPa dedicado al acoplamiento molecular. Con el análisis, se han 
conocido las condiciones indispensables para asegurar que el STD-MaPa 
genere la estructura descrita por los datos de STD-NMR. Pero, el programa 
tiene que generar al menos cinco orientaciones del ligando en el sitio de unión 
para reproducir la estructura buscada. Por tanto, el STD-MaPa debe ser capaz 
de identificar la orientación en el sitio que mejor representa los datos de STD-
NMR. Debido los resultados de las pruebas anteriores, la implementación de 
 
 
 
 
 
136  
 
los seis factores R-NOE es la opción más adecuada. Por consiguiente, las seis 
funciones estarán a cargo de evaluar la calidad de las coordenadas y decidir la 
estructura que mejor describe las intensidades experimentales. 
Hasta ahora, el desempeño de los factores R-NOE ha sido analizado en la 
evaluación estructural de complejos moleculares y los resultados desprendidos 
de estos estudios han sido muy buenos. Particularmente, ha sido llamativo el 
desempeño exhibido por los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw. Pues, las cuatro 
funciones consiguieron identificar el 100% de las estructuras buscadas, sin 
importar el conjunto de parámetros cinéticos o de relajación escogidos. 
Partiendo de estos resultados, con la implementación de estos cuatro factores, 
el STD-MaPa podría ser utilizado en la exploración exhaustiva del espacio 3D 
entorno al sitio de unión, sin ajustes paramétricos previos, y sin reducir la 
exactitud del cálculo. A causa de las modificaciones matemáticas añadidas a 
los factores R-NOE (?M, ?Mw, Ni?M2 y Ni?Mw2), éstas aseguran la presencia de 
la estructura descrita por el STD-NMR entre las cinco opciones con menor 
puntuación. Aunque es un buen resultado, estamos obligados a realizar una 
segunda identificación entre los cinco modos de unión para diferenciar cuál 
describe mejor los datos de STD-NMR. Por esto, estudiaremos otras 
alternativas metodológicas. 
El desempeño del algoritmo encargado de evaluar las coordenadas del 
complejo molecular se estudiará con un amplio grupo de estructuras. En este 
paso, se pretende comprobar si el STD-MaPa logra optimizar los parámetros 
del CORCEMA, y al mismo tiempo, escoge correctamente las estructuras. Para 
poner a prueba esta sección del programa, la identificación de las estructuras 
de referencia de los cinco complejos se realizará a partir de 100 estructuras 
diseminadas en celdas cúbicas con aristas de 25 Å y 47 Å. Adicionalmente, el 
desempeño del algoritmo ha sido evaluado bajo dos condiciones paramétricas 
diferentes; en la primera y menos compleja se tomaron los valores de los 
parámetros que minimizan las diferencias entre las intensidades 
experimentales y las calculadas a partir de las estructuras de referencia, 
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mientras que, en el segundo caso, el algoritmo se tiene que encargar de 
optimizar los parámetros y al mismo tiempo identificar correctamente las 
estructuras de referencia. 
La celda más pequeña tiene las dimensiones máximas en las que se pudo 
recrear el 100% de las poses cristalográficas de los complejos de la base de 
datos DUD. Por lo tanto, los resultados en esta celda son de vital importancia 
para nuestra metodología. Aunque conocemos que nuestro Generador de 
Coordenadas no asegura la correcta creación de las estructuras en una celda 
con arista de 47 Å. Esta celda ofrece la oportunidad de explorar una mayor 
expansión superficial en las proteínas. Así, el programa probaría su capacidad 
de elucidación entre diversos entornos de una misma proteína.
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Figura 5.2.9. Superposición de las poses generadas por el Autodock 4.2 en dos 
cajas cúbicas centradas en el sitio de unión y de aristas igual a 25 Å y 47 Å. (A) 
Kifunesina enlazada a dGMII. (B) Salacinol enlazado a dGMII. (C) Epotilona-A 
enlazada a la β-tubulina. (D) Podofilotoxina enlazada a la interfaz intradimérica 
entre α- y β-tubulina. (E) PM060327 enlazada a la β-tubulina. 
 
 
Para evaluar el rendimiento del algoritmo de evaluación, de manera 
independiente del paso de generación de coordenadas, escogemos la 
trayectoria sombreada en rosado perteneciente al mecanismo representado en 
la Figura 5.2.1. Debido a esto, los acoplamientos entre los ligandos y las 
proteínas de referencia se han tenido que generar externamente con el 
Desarrollo y validación experimental de un método para la 
obtención de estructuras de complejos ligando/receptor 
basado en Resonancia Magnética Nuclear 
 ͥ͟͠͞
 
 139 
 
AutoDock 4.2 en celdas cúbicas con aristas de 25 Å y 47 Å. La Figura 5.2.9 
muestra, a grandes rasgos, la superposición de los modos de unión de ambas 
celdas en los cinco complejos moleculares. En la imagen se visualiza como los 
ligandos forman numerosas agrupaciones. Las agrupaciones se deben a la 
combinación del algoritmo genético Lamarckiano (Morris, Goodsell et al. 1998) 
para la búsqueda de estructuras de mínima de energía y a su campo de 
energía libre de origen semiempírico basado en un modelo termodinámico 
completo (Huey, Morris et al. 2007). La combinación favorece la aparición de 
las poses en las cavidades de las proteínas frente a otras zonas que se 
encuentran más expuestas al solvente, como se puede visualizar en la Figura 
5.2.9. Este comportamiento mimetizaría el procedimiento de un protocolo real 
para la búsqueda extensiva entre diversas cavidades de la proteína. Además, 
asegurar que los ligandos estén situados en las cavidades de las proteínas, 
aumenta la similitud entre los entornos protónicos de cada pose, lo que 
ocasiona que el proceso de identificación sea más difícil. 
La optimización paramétrica fue realizado para el tiempo de correlación del 
ligando libre, el tiempo de correlación de la proteína, la constante de asociación 
y la constante de velocidad de disociación (Tabla 5.2.2). El STD-MaPa siempre 
ajusta los tiempos de correlación del ligando libre y la koff en función del rango 
de la constante de asociación definida por el usuario y el límite de la difusión en 
un líquido. La última versión del programa considera moléculas pequeñas y 
explora un rango de ?lc de 0,25 ns a 0,75 ns. El tiempo de correlación de la 
proteína se optimizó a través de un script externo que permitió que el STD-
MaPa incluyera el tiempo de correlación de la proteína en el paso de 
optimización. Para el resto de las constantes ha sido escogido el rango máximo 
que permite el STD-MaPa. 
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Tabla 5.2.2. Rangos paramétricos explorados en los cinco sistemas de 
referencia 
 
 
 
Los resultados fueron separados por factor R-NOE, tamaño de celda y las dos 
condiciones paramétricas asumidas. La relación entre las estructuras elegidas 
correctamente y el total generadas para cada complejo molecular fue 
cuantificada. La Figura 5.2.10 ilustra el porcentaje de aciertos alcanzados por 
los factores R-NOE en las cinco primeras posiciones de las seis listas 
generadas por el STD-MaPa. 
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Figura 5.2.10. Relaciones entre las estructuras correctas y el total generadas 
para cada complejo molecular por cada Factor R-NOE. El estudio se ha 
realizado con cinco complejos proteína-ligando y dos celdas de aristas de 25 Å 
y 47 Å. 
 
Los datos exponen una clara pérdida de exactitud por parte de todos los 
factores R-NOE cuando aumenta la superficie explorada. Por lo tanto, trabajar 
con celdas de menor tamaño va a beneficiar el funcionamiento del STD-MaPa, 
siempre que aseguremos la creación del suficiente espacio para que el ligando 
pueda explorar todo el sitio de unión y tenga libertad para rotar en la celda. 
Ajustar los parámetros en la búsqueda de la estructura real no mejoró la 
sensibilidad de los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw. Todos proporcionaron el 
100% de las estructuras de referencia en las cuatro primeras posiciones de sus 
listas. Este resultado asegura que la sensibilidad de los cuatro factores no 
cambia con la modificación del método paramétrico a causa de su robustez. 
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En cambio, los factores Re y Rt modifican su desempeño favorablemente con el 
ajuste paramétrico o con los parámetros preajustados. Las dos funciones 
encontraron el 100% de las estructuras de referencia en la celda más pequeña. 
En la celda mayor, el factor Rt acierta menos que Re, dado que Re aglutina 
todas las orientaciones correctas en las dos primeras posiciones de la lista. 
Hasta ahora, hemos considerado que conocemos la localización del sitio de 
unión. Pero, cuando no se conoce, se necesita expandir la búsqueda a todas 
las cavidades de la proteína. Este cuadro es similar al descrito en la celda con 
aristas de 47 Å. En esta celda, fueron exploradas varias cavidades como 
muestra la Figura 5.2.9. Por tanto, si nos basamos en los resultados obtenidos 
con el factor Re, el programa STD-MaPa está capacitado para evaluar los 
resultados de exploraciones más extensas. 
En los procedimientos con parámetros químico-físicos prefijados, los factores 
aumentaron su sensibilidad. Indistintamente, Re y Rt identificaron el 100% de 
las poses buscadas con o sin optimización paramétrica. Por tanto, se puede 
concluir que la metodología implementada en el STD-MaPa es capaz de 
identificar la estructura descrita por los datos de STD-NMR por ambas 
metodologías. Además, tiene la capacidad de optimizar los tiempos de 
correlación, la constante de asociación y la constante de velocidad de 
disociación a partir de las intensidades de STD-NMR experimentales. 
 
5.2.6 Resolución de la estructura de los complejos problemas mediante el 
programa STD-MaPa 
 
En esta sección, vamos a aplicar toda la información obtenida hasta el 
momento para resolver la estructura de complejos proteína-ligando con nuestro 
programa. Así podemos tener un programa que basado en datos de STD-NMR 
asegure la resolución de la estructura de complejos moleculares. Pero, aunque 
hemos probado las partes del programa individualmente, todavía no se ha 
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validado el funcionamiento del STD-MaPa. Como deseamos conocer si la unión 
de todas las piezas del programa proporciona resultados fiables y cuantitativos, 
dedicaremos este apartado a la comprobación del STD-MaPa. 
Para poner a prueba el programa, estudiaremos nuestros cinco complejos 
moleculares de referencia emulando un desarrollo estándar de análisis 
estructural basado en datos de STD-NMR. Como el programa está enfocado en 
la resolución analítica de las estructuras de los complejos moleculares, 
consideramos que, tanto la estructura del ligando como la disposición de los 
aminoácidos localizados en el sitio de unión han sido halladas a través de otras 
técnicas experimentales. Por tanto, los ligandos son separados de sus 
respectivas dianas para, posteriormente acoplarlos mediante el programa STD-
MaPa. La exploración espacial se va a realizar en un paralelepípedo cúbico con 
25 Å de aristas centrado en la cavidad de las proteínas. Como recordaremos, el 
STD-MaPa necesita generar al menos 5 modos de unión para lograr crear la 
estructura real. Por consiguiente, en una primera prueba, se generarán solo 
cinco, Y con esto, disminuiremos el tiempo del cálculo. Si el STD-NMR no es 
capaz de crear el 100% de estructuras reales, la cantidad de acoplamientos se 
irá incrementando paulatinamente. En el estudio, la optimización paramétrica 
se realizará para todos los rangos de valores permitidos por la última versión 
del programa. Finalmente, las intensidades de STD-NMR de cada unión serán 
evaluadas con los factores Re y Rt. Con este procedimiento no se tiene en 
cuenta el resto de los factores R-NOE, porque el número de estructuras a 
evaluar no es mayor a cinco. Por tanto, Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw no son útiles. 
Los cálculos se realizaron en una máquina Linux, con la distribución Ubuntu 
16.04, un procesador Intel Core 2 Duo a 2.4 GHz y 4Gb de RAM. Los datos se 
introdujeron mediante la interfaz gráfica y los cálculos corrieron en paralelo 
mediante el uso de los dos núcleos del procesador. Los resultados fueron 
visualizados con el STD-MaPa y graficados con el QtiPlot. 
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Figura 5.2.11. Representación de las coordenadas de la unión obtenidas con el 
STD-MaPa. A la izquierda, las estructuras de referencia (gris) y las obtenidas 
con el STD-MaPa (verde) se encuentran superpuestas. A la derecha, los datos 
de STD-NMR experimentales (negro), los datos de STD-NMR calculados a 
partir de las estructuras de referencia (rojo) y los datos arrojados por el STD-
MaPa (naranja) son mostrados. 
 
A partir del análisis de los resultados se extrae que los dos factores escogen el 
mismo modo de unión en los cinco complejos moleculares. Las estructuras de 
referencia y las obtenidas con el STD-MaPa para cada complejo molecular se 
han superpuesto en la Figura 5.2.11. Ahí, se puede observar con claridad como 
a partir del STD-MaPa se han resuelto correctamente las cinco estructuras. Si 
comparamos las intensidades experimentales, las calculadas a partir de las 
estructuras de referencia y las registradas por el programa, verificamos como 
las tres distribuciones siguen el mismo patrón.  
En el cálculo del RMSD para todos los complejos moleculares se obtuvo que 
entre las coordenadas de referencia y las generadas por el STD-MaPa existen 
unas diferencias menores a 2 Å, siendo el PM060327 el que tiene mayor 
discrepancia con un RMSD de 1,835 Å. En este complejo, la estructura 
calculada por medio del STD-MaPa es lineal y exhibe los mismos puntos de 
anclaje encontrados en la estructura cristalográfica. Solo el heterociclo de 
lactona esboza una ligera modificación, cambio que produce un aumento de la 
exposición del metóxido al solvente. 
Ésta diferencia en la orientación repercute en las intensidades de los protones 
H7, CH3O-3 y H4, las cuales se redujeron entre un 5 y un 15%. El cambio 
conformacional tiene su mayor efecto sobre las intensidad de CH3O-3, 
reduciendo su valor un ~15% por quedar más expuesto al solvente. 
Curiosamente, la reducción sufrida por los protones de CH3O-3 ha corregido su 
valor, acercándolo más al experimental. En los datos de STD-NMR del 
PM060327 es fácil identificar los protones que se encuentran orientados hacia 
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el solvente por su menor intensidad. Este es el caso del tBu-16, el H7 y CH3O-
3. Estos resultados nos inducen a suponer que las interacciones con la Lys102 
y la Asn105 no retienen totalmente la lactona, quedando más expuesta al 
solvente. Finalmente, se puede concluir que según los datos expuestos 
anteriormente, la estructura resuelta mediante el STD-MaPa describe mejor los 
datos de STD-NMR que las coordenadas cristalográficas.  
En los últimos estudios hemos analizado los diferentes aspectos del programa 
que hemos desarrollado. A partir de los resultados, podemos garantizar que la 
metodología desarrollada, bajo ciertas condiciones, asegura la resolución de la 
estructura de complejos proteína-ligando a partir de datos de STD-NMR. En 
este algoritmo, se implementaron seis factores R-NOE para evaluar un 
conjunto de orientaciones intermoleculares en la unión; de ellos, cinco fueron 
diseñados para mejorar la robustez, sensibilidad y selectividad del factor R-
NOE existente. Con estos factores se ha llegado a identificar cinco estructuras 
de complejos proteína-ligando escogidas como referencia. Finalmente, el 
programa STD-MaPa fue utilizado en la resolución estructural de estos 
complejos moleculares y, a partir de los resultados, hemos identificado una 
diferencia entre la estructura cristalográfica y los datos de STD-NMR para la 
lactona terminal del PM060327 en la unión a la ?-tubulina. De esta forma, los 
datos de RMN llegan a describir una conformación menos anclada al surco de 
la proteína, que puede repercutir en la entropía de unión del sistema. 
 
5.2.7 Cálculo de múltiples modos de unión con el STD-MaPa 
 
La aproximación del CORCEMA-ST puede ser utilizada en la caracterización 
de múltiples modos de unión (Angulo, Díaz et al. 2008), siempre que se 
consideren las intensidades obtenidas del experimento de STD-NMR como la 
suma de las intensidades acumuladas a partir de cada modo de unión. 
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 ܵܶܦ௘௫௣ =
ܫ଴ − ܫ௦௔௧
௘௫௣
ܫ଴
=
∑ (ܫ଴ − ܫ௦௔௧
௜ )௠௜ୀଵ
ܫ଴
= ෍ ܵܶܦ௜
௠
௜ୀଵ
 5.2.1 
 
Así que el cálculo de cada modo de unión puede realizarse por separado 
considerando constantes de asociación y concentraciones iniciales específicas 
para cada unión. Debido a la ambigüedad en las densidades electrónicas en 
las cavidades de ?-tubulina, no se logró definir el número total de asociaciones 
del compuesto. Por este motivo se empezó por describir dos modos de 
asociación con diferentes proporciones. Si esta descripción no ajustase 
correctamente el patrón suma de intensidades de STD-NMR, se procedería a 
caracterizar un número creciente de modos de unión no covalentes. 
El STD-MaPa puede ser utilizado en la resolución estructural de complejos con 
múltiples modos de unión, siempre que se conozcan las concentraciones del 
complejo molecular, la proteína y el ligando que están involucrados por cada 
modo de unión. La aproximación CORCEMA adaptada a los experimentos de 
STD-NMR no fue desarrollada para caracterizar múltiples asociaciones, por lo 
tanto fue necesario determinar que fracción de las concentraciones iniciales del 
ligando y la proteína están involucradas por cada unión. 
En el 2008, el cálculo de las concentraciones iniciales por modo de unión fue 
realizado para un sistema molecular que exhibía dos modos de unión y 
consideraba una relación fija de concentraciones (Angulo, Díaz et al. 2008). En 
nuestro estudio, todavía no se conoce el número de uniones que están 
describiendo los datos de STD-NMR y la proporción en la que se encuentran. 
Por lo que, si se desea realizar una caracterización rigurosa mediante la 
aproximación de múltiples modos de unión, las proporciones relativas entre 
uniones y el total de uniones deberían ser optimizadas. Por la dificultad que 
conlleva la resolución de las relaciones de concentración para cada condición, 
en este trabajo se desarrollará una ecuación generalizada que permita obtener 
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el valor de las concentraciones iniciales por modo de unión, 
independientemente del número de uniones y de sus proporciones. 
 
5.2.7.1 Desarrollo de las ecuaciones generales de concentraciones para la 
descripción de múltiples modos de unión con el CORCEMA (EGC-
CORCEMA) 
 
En la aproximación de múltiples modos de unión del CORCEMA-ST, se 
considera que los intercambios químicos entre el estado libre y cada modo de 
unión son independientes. Por lo tanto, si el ligando se asocia a la proteína con 
más de una orientación, se puede considerar que la relajación de la 
magnetización entre los diferentes modos de asociación es despreciable, y por 
tanto, la suma de las saturaciones correspondientes a cada modo de unión es 
igual a la saturación experimental. Mediante esta consideración, se obtuvieron 
las concentraciones iniciales y teóricas de cada intercambio químico 
(concentraciones iniciales ficticias) a partir de las concentraciones iniciales 
utilizadas en el experimento de STD-NMR.  
Para llegar a una ecuación generalizada que permita obtener las 
concentraciones iniciales ficticias, se partió de la relación de concentraciones. 
 
 [ܮ] + [ܲ] ⇄ ෍[ܲܮ]௜
௠
௜ୀଵ
 5.2.2 
 
En la relación de concentraciones descrita en 5.2.2, m es el total de 
orientaciones que adquiere el ligando al unirse a la proteína. En la 
aproximación de múltiples modos de unión, el equilibrio químico de cada 
asociación se describe individualmente y para ello los procesos tienen que ser 
independientes entre sí. 
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 ܭ௔௜ =
[ܲܮ௜]
[ܲ][ܮ]
 5.2.3 
 
En la ecuación 5.2.3, ܭ௔௜  es la constante de asociación de la unión i-ésima y 
[ܲܮ௜] es la concentración del complejo molecular cuando el ligando adopta la i-
ésima orientación. Como la suma de las concentraciones parciales de las 
moléculas unidas y libres tiene que ser igual a la concentración inicial utilizada 
en el experimento, se puede relacionar la concentración inicial del ligando o la 
proteína con la combinación de sus respectivos estados de asociación en 
solución. 
 
 
ܿ௢(ܮ) = [ܮ] + ෍[ܲܮ௜]
௠
௜ୀଵ
 
ܿ௢(ܲ) = [ܲ] + ෍[ܲܮ௜]
௠
௜ୀଵ
 
5.2.4 
 
A partir de las últimas tres ecuaciones (ecuaciones 5.2.3 y 5.2.4) se pueden 
obtener las relaciones entre las constantes de asociaciones de cada modo de 
unión y las concentraciones de los complejos moleculares. Para esto, las 
relaciones entre las concentraciones fueron reordenadas, se despejaron las 
concentraciones de la proteína y el ligando libres, y se incluyeron los términos 
de proporcionalidad entre los pares de orientaciones ቀݕ௜
௞ =
[௉௅೔]
[௉௅ೖ]
ቁ. Al 
realizar estos cambios, la constante de asociación se pudo reestructurar y dejar 
en función de la concentración del complejo molecular. 
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ܭ௔
௞ =
[ܲܮ௞]
ቆܿ଴(ܲ) − ቈ∑ ݕ௜
௞௠
௜ୀଵ
௜ஷ௞
+ 1቉ [ܲܮ௞]ቇ ቆܿ଴(ܮ) − ቈ∑ ݕ௜
௞௠
௜ୀଵ
௜ஷ௞
+ 1቉ [ܲܮ௞]ቇ
 
5.2.5 
 
En un primer paso se calculan las concentraciones de los complejos 
moleculares en el modo k-ésimo, para en un segundo paso calcular las 
concentraciones iniciales ficticias de cada estado de asociación. Por lo tanto, si 
redistribuimos la ecuación 5.2.5 se obtiene: 
 
 
൭1 + ෍ ݕ௜
௞
௠
௜ୀଵ
௜ஷ௞
൱
ଶ
ܭ௔
௞[ܲܮ௞]
ଶ
− ൭[ܿ଴(ܲ) + ܿ଴(ܮ)] ൭1 + ෍ ݕ௜
௞
௠
௜ୀଵ
௜ஷ௞
൱ ܭ௔
௞ + 1൱ [ܲܮ௞]
+ ܿ଴(ܲ)ܿ଴(ܮ)ܭ௔
௞ = 0 
5.2.6 
 
En la ecuación 5.2.6, los valores de ܿ଴(ܲ), ܿ଴(ܮ), ݕ௜
௞ y ܭ௔௞ son constantes. Por lo 
tanto, solo habría que resolver los valores de [ܲܮ௞]. Los tres términos 
constantes de la ecuación 5.2.6 son sustituidos por tres variables constantes 
para simplificar la ecuación: 
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ܽ௞ = ൭1 + ෍ ݕ௜
௞
௠
௜ୀଵ
௜ஷ௞
൱
ଶ
ܭ௔
௞ 
ܾ௞ = − ൭[ܿ଴(ܲ) + ܿ଴(ܮ)] ൭1 + ෍ ݕ௜
௞
௠
௜ୀଵ
௜ஷ௞
൱ ܭ௔
௞ + 1൱ 
ܿ௞ = ܿ଴(ܲ)ܿ଴(ܮ)ܭ௔
௞ 
 
5.2.7 
 
Al sustituir los términos representados en 5.2.7 por tres constantes, quedaría 
una simple ecuación de segundo orden: 
 
 ܽ௞[ܲܮ௞]ଶ + ܾ௞[ܲܮ௞] + ܿ௞ = 0 5.2.8 
 
Por lo tanto, la concentración del k-ésimo estado asociado se puede resolver 
como una ecuación de segundo orden. 
 
 
[ܲܮ௞] =
−ܾ௞ ± ටܾ௞
ଶ − 4ܽ௞ܿ௞
2ܽ௞
 
5.2.9 
 
Sin embargo, todas las soluciones en la resolución de la ecuación no tienen un 
significado físico. Por tanto, se necesitarían definir ciertas restricciones que 
permitiesen identificar la solución correcta. Por consiguiente, se plantearon tres 
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condiciones, y siempre que se cumplan las tres, se identificará la solución 
correcta. 
 
Condiciones: 
∀ [ܲܮ௜], [ܲ], [ܮ] > 0, ∀ ݅ ∈ ℕ, 1 ≤ ݅ ≤ ݉ 
cuando ܿ଴(ܮ) > ܿ0(ܲ); siempre  [ܮ] > [ܲ] 
si ܿ଴(ܮ) ≫ ܿ0(ܲ); entonces  [ܲ] ≈ 0 
 
Posterior a la determinación del aporte de cada modo de un unión a la 
concentración total del ligando unido, se procedió a calcular las 
concentraciones iniciales ficticias que se deberían introducir en el programa. De 
este modo, se escribe nuevamente la ecuación de la constante de asociación, 
aunque en este caso solo se va a considerar un solo modo de unión. 
 
 ܭ௔௞ =
[ܲܮ௞]
൫ܿ଴,௞´(ܲ) − [ܲܮ௞]൯൫ܿ଴,௞´(ܮ) − [ܲܮ௞]൯
 5.2.10 
 
Las concentraciones iniciales marcadas con apóstrofos son las 
concentraciones iniciales ficticias que se adicionan al programa, para asegurar 
que la concentración del ligando unido ([ܲܮ௞]) se corresponda con los términos 
de proporcionalidad ቀݕ௜
௞ =
[௉௅೔]
[௉௅ೖ]
ቁ y se cumplan las relaciones descritas en las 
ecuaciones expuestas en 5.2.2 y 5.2.4. Así, se asegura que la fracción de 
ligando enlazado sea la misma en la solución real y en la separación ficticia de 
los diferentes uniones. Por otra parte, la relación entre las concentraciones 
experimentales de la proteína y el ligando no puede ser modificada, ya que 
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añadiría un error al cálculo de concentraciones. Para que esto no ocurra hay 
que asegurarse que la relación 
௖బ,ೖ´(௅)
௖బ,ೖ´(௉)
 siempre sea igual a 
௖బ(௅)
௖బ(௉)
. Por lo tanto, la 
concentración inicial ficticia de la proteína se sustituye por la relación de 
concentraciones experimentales (ܿ଴,௞´(ܲ) =
௖బ(௉)
௖బ(௅)
ܿ଴,௞´(ܮ)). 
 
 ܭ௔
௞ =
[ܲܮ௞]
൬
ܿ଴(ܲ)
ܿ଴(ܮ)
ܿ଴,௞´(ܮ) − [ܲܮ௞]൰ ൫ܿ଴,௞´(ܮ) − [ܲܮ௞]൯
 5.2.11 
 
Al igual que en la ecuación 5.2.5, también aquí se realiza una reestructuración 
para calcular ܿ଴,௞´(ܮ): 
 
 
ܿ଴(ܲ)
ܿ଴(ܮ)
ܭ௔
௞ܿ଴,௞´(ܮ)
ଶ − ቆ1 +
ܿ଴(ܲ)
ܿ଴(ܮ)
ቇ ܭ௔
௞[ܲܮ௞]ܿ଴,௞´(ܮ)
+ (ܭ௔
௞[ܲܮ௞]
ଶ − [ܲܮ௞]) = 0 
5.2.12 
 
y para simplificar la formulación, el conjunto de parámetros se agrupan en tres 
constantes, 
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ܣ௞ =
ܿ଴(ܲ)
ܿ଴(ܮ)
ܭ௔
௞ 
ܤ௞ = − ቆ1 +
ܿ଴(ܲ)
ܿ଴(ܮ)
ቇ ܭ௔
௞[ܲܮ௞] 
ܥ௞ = ܭ௔
௞[ܲܮ௞]
ଶ − [ܲܮ௞] 
5.2.13 
 
dando como resultado una simple ecuación de segundo orden. 
 
 ܣ௞ܿ଴,௞´(ܮ)ଶ + ܤ௞ܿ଴,௞´(ܮ) + ܥ௞ = 0 5.2.14 
 
Por lo tanto, al igual que la concentración del complejo molecular en el k-ésimo 
estado de asociación, se calculó la concentración inicial ficticia del ligando para 
el estado k mediante la resolución de una ecuación de segundo orden. La 
solución tiene que respetar las condiciones expuestas anteriormente y las 
postuladas a continuación. 
 
Condiciones: 
∀ ܿ଴,௞´(ܲ), ܿ଴,௞´(ܮ), [ ௞ܲ]´, [ܮ௞]´ > 0, ∀ ݇ ∈ ℕ, 1 ≤ ݇ ≤ ݉  
ܿ଴,௞´(ܮ) ≥ [ܲܮ݇] , ∀ ݇ ∈ ℕ, 1 ≤ ݇ ≤ ݉  
ܿ଴,௞´(ܲ) ≥ [ܲܮ݇] , ∀ ݇ ∈ ℕ, 1 ≤ ݇ ≤ ݉ 
cuando ܿ0,݇´(ܮ) > ܿ0,݇´(ܲ); siempre  [ܮ݇]´ > [ܲ݇]´ y ܿ଴,௞´(ܮ) > [ܲܮ݇] 
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Al resolver la concentración inicial y ficticia del ligando para cada estado k, la 
concentración inicial y ficticia de la proteína se determina mediante la relación 
de las concentraciones experimentales en el mismo estado k (ܿ଴,௞´(ܲ) =
௖బ(௉)
௖బ(௅)
ܿ଴,௞´(ܮ)). 
A partir del desarrollo expuesto en el actual apartado se puede realizar el 
estudio de múltiples modos de unión. Al contar con ecuaciones generales, la 
automatización del proceso de resolución estructural de complejos moleculares 
con múltiples modos de unión a partir de datos de STD-NMR es posible. 
Además, las fracciones de los ligandos ቀ ௅݂஻
௞ =
[௉௅ೖ]
௖బ(௅)
ቁ y proteínas enlazadas 
ቀ ௉݂஻
௞ =
[௉௅ೖ]
௖బ(௉)
ቁ pueden determinarse para cada modo de unión. El valor de ௅݂஻ 
es importante porque permite estimar el ancho de las bandas observadas de 
las señales del ligando y ௉݂஻ es usada para conocer la disponibilidad de los 
sitios libres en ensayos de competición (Meyer and Peters 2003). 
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5.3 Método híbrido de RMN y DRX para la resolución estructural de 
complejos proteína-ligando 
 
5.3.1 Resolución de la estructura del complejo dactilolida-tubulina 
 
El STD-MaPa se ha utilizado con éxito en la resolución de las estructuras de 
cinco complejos moleculares. Los resultados han sentado las bases para 
aplicar el programa en el estudio de complejos moleculares en sistemas reales. 
Así que nos planteamos resolver la estructura de la dactilolida sintética unida al 
heterodímero de ?,?-tubulina. 
La dactilolida es un probado agente estabilizante de microtúbulos que se une 
covalentemente a la ?-tubulina mediante una cinética de reacción lenta (Field, 
Pera et al. 2012). Este compuesto ha exhibido en diversos estudios cierta 
toxicidad y la capacidad de evadir alguno de los mecanismos más comunes de 
resistencia tumoral (Cutignano, Bruno et al. 2001, Field, Pera et al. 2012). En el 
mismo estudio, mediante ensayos de espectrometríma de masas acoplados a 
HPLC, se llegó a determinar que la dactilolida se une covelentemente tanto al 
residuo de HIS229 como a la ASN228. Ésta información se corroboró a partir 
de la estructura cristalográfica de la zampanolida unida al complejo T2R. La 
zampanolida es un compuesto de la misma familia que la dactilolida que en el 
cristal se unió covalentemente al residuio de HIS229 de la ?-tubulina (Prota, 
Bargsten et al. 2013). 
Aunque la estructura del complejo ZMP-T2R ha sido ya desvelada, debido a las 
características de la unión de la dactilolida la estructura del complejo molecular 
no se ha resuelto experimentalmente. Al unirse covalentemente la DAC y ZMP 
a la ?-tubulina, el análisis estructural del proceso asociativo ayudaría en la 
búsqueda y diseño de nuevos fármacos que fuesen capaces de burlar la 
resistencia tumoral a fármacos. Por tanto, en este apartado vamos a hablar de 
una metodología híbrida, la cual diseñamos para resolver la estructura de 
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complejos moleculares combinando técnicas de RMN y DRX. Así, con la 
creación del método híbrido nos propusimos resolver la estructura del complejo 
molecular DAC-T2R antes de reaccionar covalentemente. Ya que, con el 
análisis de las estructuras de ZMP-T2R y DAC-T2R, vamos a poder caracterizar 
el mecanismo molecular de la reacción covalente en el sitio del Taxol®. 
El método híbrido fue diseñado porque, ni la DRX, ni las técnicas de RMN 
utilizadas aquí (TR-NOESY y STD-NMR), resuelven totalmente el sistema 
molecular de la dactilolida unida al heterodímero de ?,?-tubulina. Con los datos 
de TR-NOESY y el STD-NMR solo podemos caracterizar la unión de la DAC en 
el sitio de ?-tubulina mediante el STD-MaPa y algoritmos de exploración 
conformacional; mientras que, con la DRX y siguiendo el protocolo descrito en 
(Prota, Bargsten et al. 2013) solo se llega a resolver con alta resolución la 
estructura del complejo T2R. Así que el método híbrido combina datos 
provenientes de los métodos cristalográficos o de crio-ME, TR-NOESY y STD-
NMR (Figura 5.3.1) para obtener la información suficiente y así resolver todo el 
sistema de coordenadas del complejo molecular. 
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Figura 5.3.1. Esquema del método híbrido de resolución estructural de 
complejos moleculares basado en datos cristalográficos, TR-NOESY y STD-
NMR. 
 
Aunque en el método híbrido se utilizó la DRX para obtener las coordenadas de 
la proteína, la estructura de la proteína puede resolverse con cualquier técnica 
que describa parcialmente la unión de las moléculas de ligando y la proteína. 
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Entre las técnicas que se podrían usar se encuentran la crio-ME de alta 
resolución o técnicas de RMN dedicadas a la resolución de proteínas. Sin 
embargo, la resolución estructural de proteínas mediante técnicas de RMN es 
muy laboriosa y necesita personal muy especializado. Por otra parte, la DRX y 
crio-ME reducen su poder resolutivo en las regiones más flexibles. Así que las 
moléculas pequeñas que forman uniones no covalentes con las proteínas se 
resuelven con dificultad, porque son flexibles o tienen intercambios químicos 
rápidos. Por lo tanto, el método que se escoja dependerá de las condiciones y 
características del sistema que se va a estudiar. 
Con este trabajo intentaremos proponer una alternativa que combine las 
virtudes de los diferentes métodos experimentales relatados. La composición 
más acertada que encontremos, partirá de mantener intactos los 
procedimientos experimentales estándares. A causa de que los laboratorios 
necesitan equipamiento y personal muy especializado, la metodología híbrida 
sería inviable si se realizan cambios radicales en los procedimientos 
experimentales estándares. Así que la solución idónea combinará solo la 
información estructural resuelta a partir de cada una de las técnicas, para 
complementar la ausencia total o parcial de información en el resto de técnicas. 
Igualmente, el método híbrido conlleva ciertas dificultades experimentales. En 
el caso que nos ocupa, el complejo formado por la dactilolida y la ?,?-tubulina 
se debe cristalizar el complejo molecular como un monocristal para que difracte 
adecuadamente y, además, los compuestos deberán disolverse 
adecuadamente en una solución deuterada que permita la medición en un 
espectrómetro de RMN. Pero cuando los métodos cristalográficos y de RMN no 
resuelven la estructura individualmente, y el sistema en estudio cumple con las 
condiciones experimentales necesarias para estudiarlos parcialmente con las 
dos aproximaciones, su resolución se asegura mediante el método híbrido. 
El método híbrido está formado por tres técnicas que se encargarán de resolver 
y refinar la estructura de la proteína (DRX), el ligando (TR-NOESY) y el 
acoplamiento entre ellos (STD-NMR). Los resultados de cada técnica tienen 
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que poder usarse en el resto, así que las preparaciones de las diferentes 
muestras no podrán modificar la estructura del complejo molecular. Para utilizar 
el método híbrido es necesario el programa STD-MaPa, porque la metodología 
implementada en él se encargará de combinar las estructuras obtenidas por 
DRX y TR-NOESY. Anteriormente al diseño del STD-MaPa, las tres 
metodologías no se habrían podido combinar satisfactoriamente, porque las 
metodologías de acoplamiento molecular basadas en funciones de energía no 
aseguraban la descripción correcta de los datos de STD-NMR experimentales. 
El STD-MaPa se utiliza para optimizar las variables químico-físicas y al mismo 
tiempo escoger las orientaciones a partir de las primeras posiciones de la lista 
de Re Rt y Rtm (ecuaciones 1.2.10, 5.1.1 y 5.1.2). En este paso, se escogen 
varias posiciones para tener más información en el paso de refinamiento 
mediante las técnicas de cristalográfica y TR-NOESY (Figura 5.3.1). Posterior 
al paso de acoplamiento y antes del refinamiento con las otras técnicas, las 
estructuras se someterán a un refinamiento conformacional a través del STD-
MaPa o de SICO (Jayalakshmi, Biet et al. 2004). 
Las conformaciones del ligando obtenidas del STD-MaPa o SICO son refinadas 
mediante una minimización conformacional local basándonos en las 
restricciones de TR-NOESY y reinsertadas en el STD-MaPa. A partir de las 
estructuras del STD-MaPa se recalculan las densidades electrónicas del cristal 
(técnica de DRX). Al estar el ligando localizado en el sitio y basándonos en la 
suposición de que las dos técnicas están describiendo el mismo acoplamiento, 
se espera con las nuevas estructuras que aparezcan nuevas densidades 
electrónicas y además que puedan explicar los mapas de densidades de 
contorno positivo (regiones de la estructura real que no está presentes en el 
modelo) encontrados en la apo-estructura del cristal. Finalmente, las 
estructuras cristalográficas refinadas son reinsertadas en el STD-MaPa, las 
constantes químico-físicas son nuevamente optimizadas y los factores Rt y Re 
calculados. El procedimiento es autoconsistente y culminará cuando se 
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encuentre la estructura molecular que mejor ajuste los datos de las tres 
técnicas. 
 
5.3.2 Cristalografía del complejo dactilolida-tubulina 
 
Por lo tanto, una primera versión de la estructura de la apo-proteína con una 
resolución de 2,5 Å fue resuelta siguiendo el protocolo descrito para la unión de 
la zampanolida y la epotilona-A con el complejo tetramérico T2R (Prota, 
Bargsten et al. 2013) (Figura 5.3.2-A). Los datos cristalográficos son mostrados 
en la Tabla 5.3.1. A partir del cristal, no se pudo resolver la dactilolida en las 
cavidades de ?1- y ?2-tubulina. Sin embargo, al analizar los mapas de 
densidades en las cavidades de las proteínas (Figura 5.3.2-B), encontramos 
densidades que no pertenecen ni a la proteína, ni a moléculas de agua. Así que 
las intensidades de difracción experimentales (Fobs, ?calc) están describiendo 
una estructura en la cavidad de ?-tubulina que todavía no hemos incluido en el 
modelo (ver los mapas de diferencias de densidad de contorno positivo 
ilustrados como un enrejado verde en la Figura 5.3.2-B). Curiosamente, el 
mapa de diferencias de densidad (Fobs - Fcal, ?calc) exhibe una mayor densidad 
electrónica en la cavidad de ?1-tubulina que en ?2-tubulina. 
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Figura 5.3.2. (A) Representación de la estructura cristalográfica del complejo 
dactilolida-T2R. La dactilolida no se representa porque no existe densidad 
electrónica suficiente para poder describir su estructura. (B) A la izquierda, 
representación de la densidad electrónica en ?1- y ?2-tubulina. En verde, el 
mapa de diferencia de contorno positivo de densidades electrónicas (Fobs - Fcal, 
?calc). En gris, la densidad electrónica observada (Fobs, ?calc). A la derecha, 
superposición de la estructura de ?1- y ?2-tubulina del complejo de dactilolida-
T2R y la ?2-tubulina del complejo de zampanolida-T2R (PDB: 4I4T). En verde 
se representa el lazo-M, la zampanolida y la HIS229. (C) Superposición del 
complejo T2R cristalizado con la dactilolida (en gris) y la zampanolida (azul 
claro) respectivamente. En la ilustración se procedió a aumentar los sitios de 
unión localizados en ?1- y ?2-tubulina. La ZMP está representada como 
esferas de Van der Waals amarillas y el lazo-M está resaltado con el color 
morado. 
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Tabla 5.3.1. Tabla de datos cristalográficos del complejo dactilolida-T2R. 
 
 Dactylolide 
Data collection  
Space group P212121 
Cell dimensions??  
a, b, c (Å)? 104.6, 157.7, 180.2 
???????????? (?) 90, 90, 90 
Resolution (Å)* 47.8-2.1 (2.15-2.1) 
No. reflections 173479 (12676) 
Rmeas (%) 13.8 (266.0) 
Rpim 4.2 (76.4) 
I / ?I 16.1 (1.1) 
Completeness (%) 99.9 (100.0) 
Redundancy 13.7 (13.6) 
  
Refinement  
Resolution (Å) 47.8-2.1 
No. unique reflections 173479 
Rwork / Rfree (%) 20.0 / 22.4 
Average B-factors (Å2)  
Complex 50.6 
Solvent 49.5 
  
Wilson B-factor 40.9 
Root mean square deviation from ideality  
Bond length (Å) 0.005 
Bond angles (°) 0.803 
Ramachandran statisticsc  
Favored regions (%) 97.35 
Allowed regions (%) 2.50 
Outliers (%) 0.15 
 
*Highest-resolution shell is shown in parentheses. cAs defined by MolProbity(Davis, Murray et 
al. 2004) 
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Antes de acoplar los resultados cristalográficos con los de RMN se debe 
comprobar que la estructura del cristal describe la unión con el compuesto. 
Para ello, se verifica la existencia de evidencia estructural que indique que la 
cavidad está ocupada por el compuesto. En nuestro caso, comprobamos que 
hubiera densidad electrónica en la cavidad que no perteneciese a la proteína, y 
que los aminoácidos que forman parte de la cavidad hubiesen cambiado su 
orientación respecto a la estructura de T2R cristalizada en ausencia de 
cualquier tipo de ligando (PDB: 4IIJ) (Prota, Magiera et al. 2013) y se asemeje 
a la estructura del complejo ZMP-T2R (PDB: 4I4T) (Prota, Bargsten et al. 2013). 
Cuando se compararon las orientaciones de los aminoácidos en los dos sitios 
de la apo-estructura del cristal con dactilolida (?1- y ?2- tubulina), con la apo-
estructura obtenida en ausencia de ligando y en presencia de ZMP, se 
comprobó que tanto en la ?2- como en la ?1- tubulina del cristal con DAC, la 
HIS229 se encontrara orientada hacia el interior del sitio preparada para el 
enlace al igual que en el cristal con la ZMP (Figura 5.3.2-B). Si la estructura 
cristalográfica no estuviera describiendo la unión del compuesto, la HIS229 se 
orientaría hacia el exterior del sitio, como ocurre con la estructura en ausencia 
de ligando. 
Si la cavidad de la tubulina se encuentra desocupada, la HIS229 se orienta en 
dirección opuesta al sitio; mientras que cuando el sitio luminal está ocupado, la 
histidina se orienta hacia el interior del sitio de unión para formar parte de la 
interacción con el ligando. En el caso de la zampanolida y la dactilolida, la 
HIS229 se enlaza covalentemente con el carbonilo ?,?-insaturado del 
macrociclo de ambas moléculas mediante una adición de Michael. Por tanto, la 
orientación de la histidina 229 nos brinda una clara evidencia de la presencia 
de dactilolida en ambos sitios de unión (Figura 5.3.2-B). En el Panel B de la 
Figura 5.3.2 se superpusieron las cavidades de ?1- y ?2-tubulina del complejo 
dactilolida-T2R  junto con el sitio de unión de la zampanolida-T2R. En ésta, se 
visualiza claramente la orientación adquirida por la HIS229 en los tres casos, 
estando el residuo favorablemente orientado hacia la formación del enlace 
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covalente. En el caso particular de ?1-tubulina, la cadena lateral adquiere una 
ligera desviación torsional que sitúa el residuo hacia el centro del macrociclo de 
lactona. 
Al caracterizar la unión de la dactilolida y zampanolida por métodos 
bioquímicos se comentó que la cadena lateral N-acil hemiaminal de la 
zampanolida estabilizaba la estructura del lazo-M (Figura 5.3.2-C). Este efecto 
también ocurre con la cadena lateral de la epotilona-A y sus derivados (Prota, 
Bargsten et al. 2013, Jantsch, Nieto et al. 2016). Sin embargo, cuando los 
compuestos no tiene cadena lateral o en ausencia de compuestos en el sitio 
interno, el lazo-M se desestructura y no se puede determinar por técnicas 
cristalográficas. Así que, si se desea obtener la estructura 3D del lazo mediante 
técnicas de DRX, el sitio debe estar ocupado por ligandos que presenten 
interacciones directas con el lazo-M. Pero, a partir de nuestro cristal, no 
obtenemos densidad electrónica en la región del lazo-M (Figura 5.3.2-C). Estos 
resultados concuerdan con la ausencia de cadena lateral en la estructura de la 
dactilolida y los ensayos cinéticos previos donde se estudiaba la asociación de 
la DAC. 
 
5.3.3 Medición de TR-NOESY y STD-NMR del complejo dactilolida-tubulina 
 
La ausencia de densidad electrónica y la baja resolución en las cavidades de 
las dos ?-tubulinas impidieron la localización del ligando, así que solo se 
obtuvieron las posiciones atómicas de la apo-estructura del complejo T2R en 
presencia de la DAC. Por consiguiente, la conformación bioactiva y la 
orientación de la DAC en el heterodímero de ?,?-tubulina tiene que 
determinarse mediante TR-NOESY y STD-NMR. Por lo tanto, se preparó una 
solución deuterada con 300?M de DAC y 10 ?M de tubulina bajo condiciones 
no polimerizantes en presencia de DMSO-d6 (ver apartado 4.5), y se realizaron 
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los experimentos de STD-NMR y TR-NOESY como se describió en el apartado 
4.6.  
Los espectros se adquirieron en un espectrómetro Bruker AVANCE de 600 
MHz a 298 K (Figura 5.3.3-A y C). Los datos extraídos fueron tratados con el 
programa TopSpin de Bruker para obtener los espectros de TR-NOESY y STD-
NMR. En cada caso, se identificaron los picos y se extrajeron las intensidades 
(Figura 5.3.3-B y D). Aunque la resolución estructural aumenta con el número 
de datos extraídos por espectro, para describir la estructura cuantitativamente, 
solo se tuvieron en cuenta los picos no solapados y que tuvieran una SNR > 
10. Así, aseguramos que solo los picos con mayor resolución espectral y 
menos incertidumbre sean utilizados en el estudio estructural. 
Aunque se tengan estos cuidados, para que la extracción de los datos sea 
analítica hay que monitorizar las dos asociaciones (la unión reversible y la 
irreversible). Por lo que, en el transcurso de los experimentos, se fueron 
adquirieron espectros de RMN-1D H1 para controlar la asociación irreversible. 
La reacción covalente de la dactilolida es lenta (k = 0,12 hr-1), así que las 
técnicas de TR-NOESY y STD-NMR solo describen la reacción reversible (k = 1 
hr-1). Sin embargo, al comparar las intensidades de los espectros de RMN-1D 
H1, pudimos calcular la velocidad de disminución promedio de la señales y, con 
ello, la velocidad de la unión irreversible. Finalmente, la velocidad de 
disminución de las intensidades obtenida por RMN fue similar a la velocidad de 
la reacción irreversible obtenida por los ensayos de fluorescencia. 
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Figura 5.3.3. Caracterización mediante STD-NMR y TR-NOESY de la 
interacción dactilolida-?,?-tubulina. (A) Espectro unidimensional protónico y 
espectro de STD-NMR de la dactilolida en presencia de la ?,?-tubulina. (B) 
Representación de la estructura 3D de la dactilolida y de las intensidades 
relativas de STD-NMR. Las esferas ubicadas en las coordenadas protónicas 
muestran las intensidades relativas de STD-NMR extraídas del espectro. Las 
esferas azules oscuro representan los protones sin datos de STD-NMR. (C) 
Espectro bidimensional de TR-NOESY. Las señales de los Tr-NOE son 
resaltadas. (D) Superposición de seis conformaciones de dactilolida que 
cumplen con las restricciones impuestas por las señales del espectro de TR-
NOESY. Las fuerzas de restricción utilizadas en la exploración conformacional 
están representadas con barras amarillas (50 kJ/molÅ2), naranjas (100 
kJ/molÅ2) y rojas (200 kJ/molÅ2). 
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Si se desea resolver analíticamente las coordenadas atómicas del complejo 
DAC-T2R, la información aportada por la DRX y RMN tendrá que igualar los 
grados de libertad del sistema molecular en un espacio euclidiano. Como las 
coordenadas de la proteína son obtenidas por DRX, las técnicas de RMN 
tendrán al menos que igualar 28 grados de libertad debidos a 22 grados 
torsionales, 3 traslacionales y 3 rotacionales. Si calculamos el total de 
intensidades que se extrajeron de los experimentos de TR-NOESY y de STD-
NMR, nos daremos cuenta que contamos con 28 datos experimentales para 
describir la conformación y la orientación del ligando en el sitio de unión. Así 
que contamos con suficiente información para describir analíticamente la 
estructura del complejo molecular.  
En el siguiente paso del protocolo híbrido, la estructura 3D de la dactilolida se 
resolverá transformando los datos de TR-NOESY en restricciones espaciales. 
El proceso consta de varios pasos que guían a los algoritmos de modelado 
molecular hacia la obtención de la estructura bioactiva y, en todos los pasos, se 
utilizará el algoritmo sistemático de seudoMonte-Carlos implementado en el 
Macromodel (Mohamadi, Richards et al. 1990) para realizar la exploración 
conformacional. El método se deriva del método de Monte-Carlo de 
coordenadas internas (Chang, Guida et al. 1989), y se diferencia de éste en el 
proceso de exploración; ya que, en el método de seudoMonte Carlo, la 
búsqueda aleatoria se sustituye por una búsqueda sistemática para mejorar la 
eficiencia del algoritmo.  
Una primera exploración fue realizada sin restricciones atómicas para escoger 
por simple inspección visual las conformaciones que cumpliesen con las 
restricciones impuestas por los Tr-NOEs. En una segunda exploración 
conformacional, un potencial armónico es impuesto para restringir la distancia 
de los pares de átomos pesados enlazados a protones con Tr-NOEs. En este 
paso, 14 Tr-NOEs son utilizados para crear tres niveles de restricciones según 
sus intensidades; niveles que se dividen según la evidencia experimental. Las 
intensidades se dividieron, según su valor relativo, en intensidades débiles, 
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medias y fuertes; asignando una fuerza restrictiva de 50, 100 y 200 kJ/molÅ2 
respectivamente. Adicionalmente, se asigna un potencial de fondo para 
contrarrestar las fuerzas de restricción cuando las distancias interatómicas son 
menores a 6 Å. Los grupos químicos que no están relacionados por los Tr-
NOEs se dejan evolucionar libremente bajo el campo de fuerzas OPLS2005. 
La Figura 5.3.3-D muestra en código de colores los potenciales armónicos 
comentados anteriormente. En la imagen se puede observar cómo las 
restricciones están homogéneamente distribuidas por el macrocíclo y las zonas 
flexibles de la molécula. Por este motivo, creemos que hay suficientes Tr-NOEs 
para predecir correctamente toda la estructura bioactiva de la dactilolida.  
Seis confórmeros fueron aceptados por cumplir las restricciones impuestas en 
el modelado molecular guiado por los Tr-NOEs. Se superpusieron las 
estructuras de los seis confórmeros sobre la estructura de la zampanolida para 
determinar las diferencias estructurales en el macrociclo debidas a la técnica 
experimental. A los 7 macrociclos se les calculó el RMSD y se constató que la 
técnica de TR-NOESY describía la misma conformación bioactiva que fue 
descrita para la zampanolida por cristalografía. 
 
5.3.4 Resolución de la estructura del complejo con STD-NMR 
 
Una vez resuelta la estructura de la proteína y de la dactilolida, se puede
proceder a calcular la orientación que tiene el ligando en la cavidad de ?-
tubulina. La unión de la DAC al heterodímero de ?,?-tubulina fue caracterizada 
mediante la técnica de STD-NMR (Figura 5.3.3-A). Al analizar el espectro de 
STD-NMR se observó que la saturación de los protones fue homogénea sobre 
todo el esqueleto molecular, lo que sugiere que toda la molécula está 
involucrada en la unión. Al extraer los datos de STD-NMR siguiendo las 
restricciones comentadas en el capítulo 4, solo los protones pertenecientes al 
anillo 4-metilen-tetrahidropirano quedaron descartados en nuestro estudio 
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(Figura 5.3.3-B). Sin embargo, la ausencia de información en esta zona no 
impide la determinación de la unión, ya que la estructura de este anillo es rígida 
y está ligada químicamente al resto de la molécula. Por lo tanto, tendríamos 
información estructural suficiente y con calidad para proceder con la resolución 
total de la estructura del complejo de dactilolida-?,?-tubulina. En este paso, el 
programa STD-MaPa es utilizado para resolver la unión mediante la 
combinación de la estructura de la apo-tubulina, los seis confórmeros y los 
datos de STD-NMR. 
El acoplamiento de la dactilolida se obtuvo con el programa STD-MaPa, y para 
realizar este trabajo se disponía de toda la información necesaria; ya que se 
conocía la estructura de la proteína, los confórmeros del ligando y los datos de 
STD-NMR. Además, la unión covalente de la zampanolida estaba caracterizada 
por DRX y la estructura de este compuesto es muy parecida a la dactilolida. 
La estructura cristalográfica del complejo de dactilolida-tubulina fue resuelta 
con el complejo T2R; mientras que los datos de RMN fueron obtenidos a partir 
de una solución no polimerizante del heterodímero de ?,?-tubulina. Sin 
embargo, las diferencias estructurales entre el complejo T2R y un heterodímero 
en solución no afectan la conformación de los residuos pertenecientes al sitio 
activo. La disposición geométrica del sitio de unión en ?-tubulina respecto a la 
localización de la proteína RB3 y la enzima tubulina-tirosina ligasa (TTL) no 
inducen interacciones directas o alostéricas que produzcan cambios en la 
estructura del sitio de unión. Por otra parte, el acoplamiento interdimérico 
tampoco afecta al sitio del Taxol®. Si fuera así, se hubiesen encontrado 
evidencias claras en toda la cavidad al superponer ?1- y ?2-tubulina (Figura 
5.3.2-B). 
Por último, el lazo-M no se encuentra estabilizado en la estructura 
cristalográfica y esto le proporciona cierta flexibilidad (Figura 5.3.2-A,C). La 
flexibilidad del lazo-M se debe a la ausencia de una cadena lateral en la 
dactilolida que interaccione con esta región de la proteína. Así que, en nuestro 
estudio asumimos que las interacciones dipolares entre la dactilolida y el lazo-
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M son depreciables, al igual que la transferencia de saturación efectiva desde 
esa región de la proteína sobre el ligando. Por lo tanto, el estudio se realizó en 
ausencia del lazo-M. 
Las condiciones escogidas para el cálculo con el STD-MaPa son las mismas 
que las usadas en el aparatado 5.2.6. En este caso, se crearon dos cajas 
cúbicas centradas en la cavidad de ?1- y ?2-tubulina, se utilizaron los seis 
confórmeros y por cada uno, 5 orientaciones fueron generadas. El tiempo de 
correlación de la proteína fue fijado en 40 ns. Este valor se obtuvo en la 
optimización paramétrica realizada en los complejos de epotilona-A y 
podofilotoxina (Tabla 6.3.1). El resto de constantes químico-físicas fueron 
optimizadas a partir de la exploración de todo el rango de constantes permitido 
por el programa. Para este trabajo, los factores Re y Rt fueron utilizados con el 
fin de evaluar las estructuras resultantes. En total se realizaron doce cálculos 
partiendo de los seis confórmeros y las dos ?-tubulinas.  
El STD-MaPa arrojó una lista de estructuras que en los primeros puestos 
combinaba confórmeros, constantes de equilibrios y velocidades de 
disociación. El tiempo de correlación del compuesto libre fue el único parámetro 
que se determinó por consenso (Tabla 5.3.2); mientras que las velocidades de 
disociación en ?1- y ?2-tubulina se mantuvieron en un rango de 10 s-1 a 100 s-1. 
 
Tabla 5.3.2. Resultados del STD-MaPa de las dos primeras posiciones de las 
listas creadas por el factor Re en ?1- y ?2- tubulina. 
 
Isotipo Factor Re Ka (M-1) koff (s-1) ?lc (ns) 
?1 0,29 104 10 0,75 
?1 0,38 108 100 0,75 
?2 0,35 105 10 0,75 
?2 0,46 104 10 0,75 
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Al comparar la estructura de las dos primeras posiciones de la lista de Re en 
?1- y ?2-tubulina, se encontró una elevada similitud entre las disposiciones 
espaciales de las uniones en ambas cavidades (Figura 5.3.4). Los cálculos de 
los RMSD entre las uniones más favorables (Re(?1)=0,29 y Re(?2)=0,35) y 
entre las siguientes (Re(?1)=0,38 y Re(?2)=0,46) fueron menores a 2 Å, 
probando que el programa STD-MaPa escogió las mismas orientaciones de 
DAC para las dos ?-tubulinas. Pero, dada la pequeña diferencia estructural en 
los residuos de ambos sitios, las conformaciones de DAC entre ?1- y ?2-
tubulina difirieron ligeramente. 
 
 
 
Figura 5.3.4. Superposición de las poses de unión determinadas por el STD-
MaPa para el complejo de dactilolida y ?-tubulina. Las dos primeras 
orientaciones de la lista del factor Re son representadas. En la izquierda, 
representación del acoplamiento 1 (Re(?1)=0,29) (azul claro) y 2 (Re(?2)=0,35) 
(amarillo) en la ?1-tubulina del complejo T2R. En la derecha, representación del 
acoplamiento 1 (Re(?1)=0,38) (verde) y 2 (Re(?2)=0,46) (marrón) en la ?2-
tubulina del complejo T2R. 
 
Al comparar los patrones de intensidades nos percatamos que los modos de 
unión no describían correctamente el patrón de intensidades de STD-NMR 
(Figura 5.3.5-A). Ninguna orientación llega a describir completamente el mapa 
de saturación obtenido experimentalmente. Por tanto, los valores de Re y Rt 
tienden a ser elevados. Según el factor Re (Tabla 5.3.2), la orientación del 
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ligando y los residuos de ?1-tubulina se adaptan mejor a los datos de STD-
NMR que la orientación en ?2-tubulina. En cualquier caso, las uniones 
describieron correctamente solo la mitad del patrón de intensidades 
experimentales, ya que, en el cálculo de las intensidades de STD-NMR, la otra 
mitad de los protones se redujo drásticamente su saturación y sabíamos por los 
datos experimentales que todos los protones de la molécula se saturaban 
(Figura 5.3.3-A,B). 
Si se combina la saturación calculada de las dos primeras orientaciones de la 
lista de Re, parece que se describe mejor el patrón de STD-NMR experimental. 
Esta relación proporciona un indicio de la existencia de al menos dos modos de 
unión diferentes y explicaría tanto los altos valores de Re como la poca 
saturación teórica en regiones de la dactilolida. 
En un intento de mejorar el factor-R cristalográfico y refinar el mapa de 
densidad electrónica, se utilizaron las coordenadas de los cuatro complejos 
moleculares para optimizar las fases, calcular nuevamente las amplitudes (Fcalc) 
y obtener los mapas de densidad electrónica (Figura 5.3.5). Las apariciones de 
nuevas densidades electrónicas fueron encontradas, tanto en ?1- como en ?2-
tubulina, entorno a las coordenadas de la dactilolida, dispersadas por el resto 
de la cavidad y también fuera de ésta. A partir de las cuatro estructuras se 
obtuvieron mapas de diferencias negativas (enrejado rojo en la Figura 5.3.5) 
por la ausencia de ciertas porciones de la molécula en la estructura real, y 
regiones donde la densidad estaba desordenada o simplemente no existía. Por 
último, se observó que la densidad electrónica alrededor de la cadena lateral 
de la HIS229 estaba extendida, indicando la existencia de alguna posible 
interacción covalente (Figura 5.3.5-B). 
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Figura 5.3.5. (A) Intensidades de STD-NMR del complejo de dactilolida-T2R. 
Los datos experimentales se representan en negro, también se representan los 
datos calculados para el acoplamiento 1 en ?1 (rojo) y ?2 (azul claro), y el 
acoplamiento 2 en ?1 (amarillo) y ?2 (verde). (B) Refinamiento cristalográfico 
del acoplamiento 2 de la dactilolida y la ?2-tubulina. (C) (D). Superposición de 
los mapas de densidad electrónica (Fobs, ?calc) y los mapas de diferencias 
(2Fobs– Fcalc, ?calc). En todos los casos con una resolución de 2,5 Å. Los mapas 
de densidad electrónica están representados con una red azul. Los mapas de 
diferencia están representados en verde (contorno positivo, zona incluida en la 
estructura real y ausente en el modelo) y en rojo (contorno negativo, zona 
incluida en el modelo y ausente en la estructura real).  
 
La información extraída a partir de los refinamientos cristalográficos fue 
ambigua. Sin importar la orientación de STD-NMR utilizada, mediante el nuevo 
refinamiento no se logró obtener la estructura del cristal. Este comportamiento 
es similar al descrito en los cálculos con el STD-MaPa. Así que ninguno de los 
cuatro modelos moleculares (2 con la DAC en ?1-tubulina y 2 con la DAC en 
?2-tubulina) fue confiable, ya que las orientaciones extraídas a partir de los 
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datos de RMN indujeron la aparición de mapas electrónicos negativos o la 
ausencia de densidad electrónica. 
Una explicación plausible a estos efectos puede basarse en la existencia de 
diversas orientaciones. Por eso, en un intento de clarificar esta hipótesis, los 
mapas de densidades recopilados hasta el momento se utilizaron para calcular 
un mapa promedio (Figura 5.3.5-C). Los resultados mostraron más de una 
posible orientación e incluso que alguna se encontrase localizada fuera de la 
cavidad. En un intento por enriquecer el mapa de densidades electrónicas, 
algunas moléculas de polietilenglicol (PEG) fueron distribuidas en las 
densidades electrónicas que se localizan alrededor de la HIS229 (Figura 5.3.5-
D). Se refinó nuevamente el mapa de densidades, pero esta vez con las 
moléculas de PEG y no se encontraron densidades electrónicas adicionales. 
Así que, con toda la información obtenida a partir de los resultados de RMN y 
DRX, se puede decir que los datos cristalográficos concuerdan con los datos 
de RMN y las dos técnicas estarían describiendo la coexistencia de más de una 
orientación. Por consiguiente, se procedió a calcular el acoplamiento molecular 
con el STD-MaPa considerando múltiples modos de asociación. 
 
5.3.5 Resolución de las estructuras de los mútiples modos de unión del 
complejo dactilolida-?-tubulina 
 
La información extraída de los datos experimentales sobre la estructura del 
complejo dactilolida-?-tubulina ha permitido conocer que la dactilolida se 
orienta de múltiples formas cuando se asocia a la ?-tubulina. Pero el número de 
orientaciones y la proporción se desconocen por completo; dado que las 
técnicas de RMN y DRX no han permitido resolver estas incógnitas. Por lo 
tanto, hay que buscar un método que permita calcular las múltiples 
asociaciones de la dactilolida y las relaciones entre las concentración de las 
uniones. En el apartado 5.2.7.1 se desarrolló una formulación general que 
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permite obtener las relaciones de concentraciones para describir múltiples 
modos de unión con el CORCEMA (EGC-CORCEMA) y que será utilizado para 
describir la unión de la DAC y el heterodímero de ?,?-tubulina. Por tanto, si se 
desean resolver las ecuaciones generales de concentraciones del CORCEMA, 
se necesitan las concentraciones iniciales de la proteína y el ligando, la 
constante de asociación, el total de orientaciones del ligando y las relaciones 
de concentración entre los modos de unión. 
En una primera aproximación, se debe considerar la situación más simple, en 
la cual el espectro de STD-NMR de la DAC describa solo dos orientaciones. 
Para este caso, se procede a optimizar la abundancia relativa entre las uniones 
considerando cinco relaciones de proporcionalidad. Si con esta aproximación, 
el patrón suma de STD-NMR no se ajusta los datos experimentales, se 
procederá a aumentar el número total de asociaciones, hasta que los factores 
Re o Rt converjan. En los cálculos, las concentraciones iniciales del ligando y la 
proteína son las mismas que se utilizaron en el experimento de STD-NMR; así 
que para el complejo DAC-?,?-tubulina se utilizaron 300 ?M de dactilolida y 10 
?M de tubulina (ver apartado 4.5). En nuestro estudio, consideramos que la 
constante de asociación de la unión más abundante es igual a la constante de 
asociación aparente determinada en el estudio de desplazamiento de Flutax-2 
(Ka=0,6 ± 0,1 × 106 M-1) (apartado 1.3). Finalmente, antes de utilizar el STD-
MaPa en la resolución de la estructura de la DAC describiendo dos 
orientaciones, se calcularon las ecuaciones EGC-CORCEMA (Tabla 5.3.3). 
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Tabla 5.3.3. Parámetros y concentraciones resueltas a partir de las ecuaciones 
EGC-CORCEMA. 
Las concentraciones están en unidades de molaridad. El modo de unión k-
ésimo se considera como el predominante (ܭ௔௞ = 10଺). Las concentraciones 
iniciales se igualaron a ܿ଴(ܲ) = 10ିହܯ y ܿ଴(ܮ) = 3 × 10ିସܯ. 
 
Proporción 
(k:i) 1:1 2:1 3:1 4:1 5:1 
࢟࢏
࢑ 1 0,5 0,33 0,25 0,2 
ࢇ࢑ 4,00 × 10
6 2,25 × 106 1,78 × 106 1,56 × 106 1,44 × 106 
࢈࢑ -621 -466 -414 -389 -373 
ࢉ࢑ 3,0 × 10
-3 3,0 × 10-3 3,0 × 10-3 3,0 × 10-3 3,0 × 10-3 
[ࡼࡸ࢑] 5,0 × 10
-6 6,7 × 10-6 7,5 × 10-6 8,0 × 10-6 8,3 × 10-6 
[ࡼࡸ࢏] 5,0 × 10
-6 3,3 × 10-6 2,5 × 10-6 2,0 × 10-6 1,7 × 10-6 
࡭࢑ 3,33 × 10
4 3,33 × 104 3,33 × 104 3,33 × 104 3,33 × 104 
࡮࢑ -5,158 -6,873 -7,730 -8,244 -8,586 
࡯࢑ 2,0 × 10
-5 3,8 × 10-5 4,9 × 10-5 5,6 × 10-5 6,1 × 10-5 
ࢉ૙,࢑´(ࡸ) 1,5 × 10
-4 2,0 × 10-4 2,3 × 10-4 2,4 × 10-4 2,5 × 10-4 
ࢉ૙,࢑´(ࡼ) 5,0 × 10
-6 6,7 × 10-6 7,5 × 10-6 8,0 × 10-6 8,3 × 10-6 
ࡷࢇ
࢏  1,00 × 106 5,00 × 105 3,33 × 105 2,50 × 105 2,00 × 105 
࡭࢏ 3,33 × 104 1,67 × 104 1,11 × 104 8,33 × 104 6,67 × 104 
࡮࢏ -5,158 -1,718 -0,859 -0,515 -0,343 
࡯࢏ 2,0 × 10
-5 2,2 × 10-6 -4,2 × 10-7 -1,0 × 10-6 -1,1 × 10-6 
ࢉ૙,࢏´(ࡸ) 1,5 × 10
-4 1,0 × 10-4 7,8 × 10-5 6,4 × 10-5 5,5 × 10-5 
ࢉ૙,࢏´(ࡼ) 5,0 × 10
-6 3,4 × 10-6 2,6 × 10-6 2,1 × 10-6 1,8 × 10-6 
 
En la tabla Tabla 5.3.3 se muestran los datos calculados a partir de las 
ecuaciones de segundo orden. En dicha tabla se puede observar como la 
constante de asociación del segundo modo varía con la variación de la 
proporción entre los estados enlazados, disminuyendo con la menor presencia 
 
 
 
 
 
178  
 
del segundo modo. Este hecho ocurre porque en los cálculos se consideraron 
diferentes proporciones relativas entre las uniones, y la constante de 
asociación del modo más abundante se fijó en 106 M-1. Además, las 
concentraciones iniciales ficticias de la proteína y ligando se calcularon para 
cada unión, lo que permitió resolver individualmente la estructura de cada 
orientación de la DAC con el STD-MaPa. 
Hasta este momento, la última versión del programa STD-MaPa no incluye ni la 
aproximación de EGC-CORCEMA, ni una metodología automática que realice 
cada uno de los cálculos. En su lugar, se desarrolló un programa que fuera 
capaz de gestionar, organizar y evaluar todo el volumen de datos iniciales y 
finales del STD-MaPa (Figura 5.3.6). Este programa utilizaría el STD-MaPa e 
interactuaría directamente con los módulos encargados de evaluar las poses 
de unión. Entre las acciones que realizará la metodología, se encargará de 
sumar las intensidades de STD-NMR (ecuación 5.2.1) y de ejecutar el módulo 
de los factores R-NOE para crear las listas de evaluación a partir de los 
patrones suma. 
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Figura 5.3.6. Diagrama de flujo del módulo externo al STD-MaPa encargado de 
resolver la estructura de los complejos moleculares con múltiples modos de 
unión. El STD-MaPa genera las coordenadas de los múltiples acoplamientos 
moleculares y optimiza los parámetros químico-físicos. En naranja se 
identifican las acciones realizas por el módulo externo al STD-MaPa. En verde 
se identifican las acciones manuales y externas al programa.  
 
El cálculo se realizó explorando la cavidad de ?1- y ?2-tubulina. Los patrones 
de intensidades resultantes se sumaron y los ajustes se evaluaron con los 
factores Re, Rt y Rtm. Los resultados obtenidos mejoraron drásticamente 
comparados con los resultados previos. Los tres factores redujeron su valor 
drásticamente en los dos isotipos de tubulina. Además, con los dos modos de 
unión se llega a describir casi perfectamente el patrón de intensidades de STD-
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NMR. Los factores escogieron entre las primeras cinco combinaciones el 
mismo par de orientaciones en ?1-tubulina y las mismas abundancias relativas 
(Figura 5.3.7). Además, los tres factores concordaron en la abundancia, dando 
un 83% de abundancia relativa al modo de unión mayoritario y un 17% para el 
modo de unión minoritario. Con esta proporción, la constante de asociación 
aparente del segundo modo de unión fue de 1 × 105 M-1. Además, Re y Rt 
coincidieron en la asignación de la constante de velocidad de disociación y en 
los tiempos de correlación de la dactilolida libre, en los dos modos de unión en 
?1-tubulina. Para las uniones con ?1-tubulina, los dos factores concordaron en 
establecer una constante de disociación aparente para la dactilolida de 10 s-1 y 
un tiempo de correlación de 0,5 ns. Por tanto, en las cinco primeras posiciones 
de las listas de los factores R-NOE se pueden encontrar todas las 
conformaciones de la dactilolida resueltas por TR-NOESY. El error relativo 
porcentual del factor Re debido al cambio conformacional de las cinco primeras 
posiciones de su lista pudo ser calculado a partir del valor medio y la 
desviación estándar (ܴ݁തതതത = 0,121 ± 0,004). La variación obtenida representa 
solo el 3% del factor Re, lo que llevaría a concluir que todos los confórmeros 
resueltos por TR-NOESY representan los experimentos de STD-NMR. 
Mediante el mismo protocolo, se obtuvo el acoplamiento de la dactilolida a ?2-
tubulina. En este caso se observó que las orientaciones obtenidas en ?2-
tubulina eran similares a las resueltas en ?1-tubulina; pero las diferencias 
estructurales entre las dos cavidades produjeron un aumento del 17% en el 
factor Re. Según este dato, las disposiciones espaciales que tienen los residuos 
en ?2-tubulina no son las mismas que las descritas por la estructura basada en 
el experimento de STD-NMR; aumentando 6 veces la desviación debida a los 
cambios conformacionales del ligando en ?2-tubulina. 
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Figura 5.3.7. (A) Representación de los dos confórmeros que minimizan el valor 
del factor Re para el modo de unión mayoritario en ?1-tubulina. (B) 
Representación de los dos confórmeros que minimizan el valor del factor Re 
para el modo de unión minoritario en ?1-tubulina. (C) Distribución de 
intensidades de STD-NMR de los datos experimentales (negro) y los modos de 
unión resueltos por el STD-MaPa (rojo y naranja). Los colores de los datos 
corresponden con el par de estructuras representadas a la izquierda. (D)  
Representación de los modos de unión mayoritarios en presencia de los 
átomos de oxígenos de aguas resueltos para la estructura cristalográfica. 
 
Por otro lado, al analizar la estructura cristalográfica (Figura 5.3.2-B), se 
encontró que la orientación del residuo HIS229 y la densidad electrónica 
alrededor del anillo de este residuo mostraban una mayor predisposición a un 
enlace covalente en ?2-tubulina que en ?1-tubulina. Por el contrario, la 
estructura más abundante y con menor Re determinada a través del método 
híbrido (estructura localizada en ?1-tubulina), presentó la HIS229 orientada 
hacia el centro del macrociclo de la dactilolida (Figura 5.3.7-A). Tal orientación 
no se corresponde con la forma covalente de la ?-tubulina (Figura 5.3.2-B). Por 
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tanto, las orientaciones de los residuos de las cavidades de las dos ?-tubulinas, 
en la estructura cristalográfica del complejo T2R en presencia de dactilolida, 
describen dos procesos asociativos diferentes. Por las disposiciones espaciales 
de los residuos en ?2-tubulina el cristal describe la unión covalente de la 
dactilolida, mientras que en ?1-tubulina los residuos describen la asociación 
reversible.  
A partir de estos resultados se puede decir que los datos de STD-NMR 
describen dos asociaciones diferentes e independientes entre la dactilolida y 
una ?-tubulina con la disposición espacial descrita por la ?1-tubulina del cristal. 
A partir del análisis realizado a las estructuras obtenidas por el método híbrido, 
podemos decir que la orientación más abundante está enterrada 
completamente en la cavidad, como describían los datos de RMN. El anillo 4-
metilen-tetrahidropirano está ocluido entre la hélice H7, la hélice H1 y el lazo 
B9-B10; en el interior de un bolsillo hidrofóbico compuesto por la PHE272, 
GLU27, VAL23, SER236 y PRO360. Además, por la cercanía, la DAC tiene la 
posibilidad de formar un puente de hidrógeno a través del grupo aldehído con 
la cadena lateral de la LEU275. A su vez, el grupo butadieno queda orientado 
hacia el exterior del sitio, localizado en la región más alejada de la proteína, lo 
que le confiere una mayor libertad conformacional y explica que los datos de 
RMN no distingan entre los confórmeros de TR-NOESY (Figura 5.3.7-C). 
Por otra parte, la orientación menos abundante se encuentra solo parcialmente 
en el sitio de unión. La mayor parte de la molécula está dirigida hacia el exterior 
oriental del sitio (Figura 5.3.7-B). Esta estructura 3D logra explicar parte de la 
densidad electrónica situada en la región más oriental entorno a la HIS229 
(Figura 5.3.5-C). En esta orientación el grupo butileno se encuentra dentro del 
sitio de unión, el grupo aldehído tiene la capacidad de formar un puente de 
hidrógeno con la HIS229 y el CH3-5 queda situado frente a la PHE272. 
Al considerar los dos modos de unión, el STD-NMR suma describiría 
perfectamente los datos de STD-NMR experimentales (Figura 5.3.7-C). Solo la 
intensidad de STD-NMR del protón H19 es menor a la descrita por el 
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experimento de STD-NMR. El H19 pertenece al aldehído de la cadena lateral 
de la dactilolida (Figura 5.3.2 o Figura 5.3.3) y se encuentra orientado hacia el 
lazo-M en el modo de unión predominante. La ausencia del lazo-M en el 
modelo resuelto a partir del método híbrido reduce ligeramente la intensidad del 
STD-NMR calculado. Sin embargo, el resto de los protones de la molécula no 
parecen estar afectados por la ausencia de la estructura del lazo-M.  
En la comparación de los datos de STD-NMR calculados y experimentales se 
observa como la intensidad del protón H16 cambia drásticamente entre 
confórmeros de DAC (Figura 5.3.7-C). H16 está enterrado en la cavidad de ?-
tubulina cuando la DAC se encuentra en la orientación mayoritaria. Así que, 
cuando la estructura del macrociclo pasa de la posición plana (DAC de color 
rojo en Figura 5.3.7-A,B) a la plegada (DAC de color naranja en Figura 5.3.7-
A,B), las coordenadas de H16 se modifican ligeramente, reduciendo la 
distancia con la PRO360 de la proteína. Este desplazamiento que sufre H16 
entre un confórmero y otro se refleja en el aumento y la disminución de la 
intensidad de la saturación del protón en los modelos obtenidos con el método 
híbrido (Figura 5.3.7-C). 
Los cálculos de STD-NMR se realizan a partir de estructuras rígidas, pero la 
realidad es diferente. La información extraída por los experimentos de STD-
NMR proviene de todas las orientaciones y conformaciones accesibles del 
sistema, por lo tanto la intensidad experimental de H16 es un valor medio. 
Como se puede apreciar en la Figura 5.3.7-C, el valor experimental de H16 se 
encuentra entre los valores de los dos modelos moleculares. En la orientación 
predominante, la mayor parte de la estructura del ligando está muy bien 
definida al encontrarse completamente ocluida en la cavidad de ?-tubulina. Sin 
embargo, la región de la DAC más expuesta no interacciona con la proteína, lo 
que aporta cierta flexibilidad a la estructura y favorece los cambios de la 
conformación en esta zona de la molécula. En estos casos, el comportamiento 
de las intensidades en el protón H16 es un indicio de la descripción, por parte 
del experimento de STD-NMR, de múltiples conformaciones del ligando. 
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La variación en el patrón de intensidades y el factor Re no permiten reconocer 
la conformación que mejor describe los datos de STD-NMR. Igualmente, esta 
aproximación carece de sentido frente a las diferencias en el Re, debido a la 
información dinámica implícita en las técnicas de RMN. Sin embargo, la 
densidad electrónica del cristal describe la posición de dos moléculas de agua 
a la salida del sitio de ?2-tubulina (Figura 5.3.7-D). Los oxígenos son un indicio 
de que la DAC en el cristal no adquiere la conformación alargada (DAC en rojo 
en la Figura 5.3.7-A,D), dado que produciría choques estéricos. Por lo tanto, la 
estructura mayoritaria resuelta por el método híbrido, tiene al complejo 
molecular DAC-T2R con el ligando en la conformación plegada (DAC en 
naranja en la Figura 5.3.7-A,D), ya que sus coordenadas describen mejor los 
datos de RMN (TR-NOESY y STD-NMR) y los datos cristalográficos. Así que, a 
partir del método híbrido RMN-DRX, se resolvió la estructura del complejo de 
dactilolida-T2R describiendo una unión doble con ?1-tubulina. 
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6 Discusión 
 
6.1 Nuevos factores R-NOE 
 
El primer objetivo del trabajo estuvo dirigido al diseño de nuevos factores R-
NOE (Rt, Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw) para la evaluación de estructuras ligando-
receptor a partir de datos de RMN. La resolución estructural de complejos 
formados por macromoléculas biológicas y moléculas pequeñas es importante 
cuando se desea entender el funcionamiento de los mecanismos celulares. 
Entre las herramientas que se utilizan para obtener la estructura de los 
complejos se encuentra la diferencia transferida por saturación (STD-NMR). En 
capítulos anteriores se ha comentado que el STD-NMR es un método de 
resonancia magnética nuclear que, con un procedimiento experimental sencillo, 
permite extraer el patrón de NOEs entre el ligando y la macromolécula.  
Esta técnica es de nuestro interés porque a partir de la información recogida en 
los experimentos de STD-NMR se resuelve el acoplamiento de complejos 
moleculares. En el procedimiento de resolución estructural se utiliza el facto R-
NOE como función de coste para evaluar la estructura modelada, mediante la 
comparación de la saturación protónica de la estructura y los datos 
experimentales. Este factor proviene de la función de error residual de 
difracción de rayos-X, y se adaptó para aplicarla en la resolución estructural de 
complejos moleculares basada en datos de STD-NMR (factor Re). En la 
adaptación, el término (Wexp,k) fue añadido porque permite que el factor Re sea 
sensible tanto a la variación de los valores de STD-NMR pequeños como a la 
desviación en valores grandes de STD-NMR. 
El acoplamiento entre espines depende de la sexta potencia del inverso de la 
distancia (r-6). Por lo tanto, cuando la distancia entre dos protones (r) es 
pequeña, un ligero cambio en su valor modifica sustancialmente la relajación 
de la saturación entre los dos protones. Por el contrario, en presencia de 
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valores de distancia elevados (entre 5 y 8 Å), los cambios en las coordenadas 
de la estructura no inducen modificaciones substanciales elevadas en los 
valores de la saturación. Los dos efectos se trasladan al factor R-NOE y, si no 
se tienen en cuenta, provocan que el factor R-NOE describa un 
comportamiento errático. 
Aunque la adición de Wexp,k fue acertada, el término sobrestima los datos que 
generalmente provienen de señales espectrales con menor relación 
señal/ruido. Sobrestimar las señales peor resueltas del espectro puede 
incrementar la incertidumbre del factor R-NOE. Sin embargo, el término Wexp,k 
es importante para la correcta evaluación de las estructuras con el factor R-
NOE; por lo que consideramos el término Wcal,k como substituto de Wexp,k. El 
nuevo término actúa sobre las intensidades del modelo molecular teórico (Scal,k) 
y, con él, se modula la saturación de los protones que en el modelo están 
ubicados muy cerca o muy lejos de la superficie de la proteína. 
Tanto Wexp,k como Wcal,k modulan los cambios extremos en la saturación 
mediante la ponderación del término resta (Sexp,k-Scal,k) del factor R-NOE 
(ecuaciones 1.2.10 y 5.1.1). La diferencia entre ambos términos radica en la 
referencia que utilizan; ya que el conjunto de Wexp,k pondera los términos restas 
de la ecuación del factor R-NOE considerando la estructura real (estructura que 
mejor se ajusta al patrón de STD-NMR), y el conjunto de Wcal,k lo hace 
considerando cada una de las estructuras que se evalúan. Por tanto, al evaluar 
el modelo molecular que mejor se ajusta al patrón de STD-NMR (modelo real), 
los dos términos tienden a ser iguales (Wexp,k≈Wcal,k).  
Wcal,k no depende de los datos experimentales, por lo que se espera que el 
conjunto de Wcal,k no aumente la incertidumbre de la evaluación al no 
sobreestimar las señales peor resueltas del espectro. Para realizar un análisis 
más profundo sobre la incertidumbre que añade el término Wkcal o exp, en el 
anexo 9.1 se resolvieron las ecuaciones diferenciales del factor Re y Rt 
(ecuaciones 9.1.5 y 9.1.6). Las dos ecuaciones fueron resueltas para poder 
propagar los errores al factor R-NOE a partir de los términos independientes 
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Sexp,k y Scal,k y obtener las incertidumbres correspondientes al factor Re (en 
presencia de Wexp,k) y Rt (en presencia de Wcal,k) (ecuaciones 9.1.1 y 9.1.2).  
Si se analizan las ecuaciones diferenciales, se puede observar que dependen 
de Wk, Sexp,k y Scal,k. Además, las dos tienen dos términos en común (primer y 
segundo término de las ecuaciones diferenciales), y solo ?Re/?Sexp,k se 
compone de cuatro términos. Según las ecuaciones 9.1.5 (?Re/?Sexp,k) y 9.1.6 
(?Re/?Scal,k), los cuatro términos mantienen una relación directa con Wexp,k y 
Wcal,k. Por lo tanto, cuando la relación Sexp,k/dSexp,k disminuye, Wexp,k siempre 
introduce un aumento en los cuatro términos de la ecuación 9.1.5. Pero, 
aunque esto ocurra, el error de Re no aumenta porque los cuatro términos 
compensan el aumento introducido por Wexp,k. 
Para entender el aporte de cada término sobre el error y conocer en más 
detalle la relación entre Wexp o calk y el factor R-NOE, se estudió un sistema 
hipotético compuesto por un ligando con 24 protones. La saturación 
experimental para todos los protones se consideró igual a 12 (Sexp=12) y para 
la saturación teórica se generaron 24 valores en orden creciente que van desde 
Scal=1 hasta Scal=24 (Figura 6.1.1). En este hipotético caso, como todos los 
protones reciben la misma saturación experimental, los términos 2 y 4 son 
constantes. Para facilitar el análisis, la suma del primer y segundo término  de 
la ecuación diferencial de Re será f(x) y la suma de los términos 3 y 4 será g(x).  
Tanto en la ecuación diferencial 9.1.5 como en la Figura 6.1.1 se puede 
observar como los términos f(x) y g(x) dependen de la diferencia entre la 
saturación experimental y la calculada. Por otro lado, los términos 2 y 4, al ser 
siempre negativos, desplazan la función f(x) hacia regiones más negativas del 
eje de ordenadas y la función g(x) hacia regiones más positivas. Este 
comportamiento compensa los posibles aumentos en Wexp,k y provoca que los 
errores de Re y Rt sean similares. 
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Figura 6.1.1 Variación de los cuatro términos de ?Re/?Se en función de la 
diferencia entre el valor experimental y el teórico. En el cálculo se consideró un 
ligando hipotético con 24 protones con la misma saturación experimental 
(Sexp=12). Los valores de la saturación teórica (Scal) se fijaron con valores 
crecientes de saturación que van desde Scal=1 hasta Scal=24. 
 
El cálculo de los errores de Re y Rt tiene ciertas ventajas adicionales que 
repercuten sobre el proceso predictivo implementado en el STD-MaPa. 
Primero, los errores permiten conocer la significación estadística entre los 
modelos teóricos que se evalúan con el factor R-NOE. Además, el error en 
ambos casos depende de la diferencia entre la saturación experimental y 
calculada; de manera que el error se reduce en presencia de la estructural real, 
y aumenta cuando las diferencias estructurales entre el modelo real y el 
calculado son elevadas. Con la introducción de esta nueva información, se 
podrán identificar el modelo o los modelos que mejor ajustan el patrón de STD-
NMR experimental de un modo más cuantitativo. 
Contrario a lo que se esperaba, la incertidumbre que introduce Wexp,k es similar 
a la que introduce Wcal,k, así que los dos términos son igualmente válidos en el 
análisis de los modelos moleculares. Al tener incertidumbres parecidas, la 
capacidad de reconocimiento de los factores Re y Rt es similar; como se puede 
constatar en los estudios realizados en los apartados 5.2.5 y 5.2.6. En estos 
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estudios, los dos factores llegaron a reconocer el 100% de las estructuras 
buscadas.  
En la construcción de los factores Rtm y Rtwm se añadió Wcal,k, porque se 
tomaron como referencias las intensidades de la estructura calculada, y así se 
logró una mayor adaptación a los modelos moleculares generados con el STD-
MaPa. Los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw se diseñaron adicionalmente para 
rectificar las desviaciones producidas por la dependencia del STD-NMR debida 
a los parámetros koff, kon, ?Lc y ?Pc. Las cuatro funciones tienen el término ?M y 
?Mw para rectificar la desviación media del patrón de saturación. 
Mediante la introducción de los términos ?M y ?Mw se llegó a reducir entre un 
40 y un 50% la sensibilidad que presentan los factores Re y Rt por los 
parámetros químico-físicos (Figura 5.1.5). Con esta reducción logramos 
funciones más robustas, capaces de rectificar los efectos producidos por los 
cambios en el tamaño de la red dipolar (?c), la velocidad de transferencia de la 
saturación hacia la solución (koff); así como de compensar la pérdida de la 
transferencia de la saturación al explorar constantes de asociación con valores 
menores a 104 M-1. Sin embargo, entre los dos términos, ?M subestima los 
protones menos saturados cuando las diferencias entre las intensidades 
teóricas difieren significativamente en un mismo ligando. Por el contrario, ?Mw 
logra rectificar estos efectos, mediante la ponderación de la media del patrón 
de saturación con el término de peso Wcal,k. Sin embargo, los sistemas 
moleculares utilizados en nuestros estudios presentan patrones de saturación 
homogéneos, y debido a las pocas diferencias en la saturación entre los 
protones del mismo ligando, nuestros resultados no mostraron diferencias 
significativas entre ?M y ?Mw (Figura 5.1.3). 
Estos dos factores influyen notoriamente en el comportamiento del factor R-
NOE y su influencia sobre ellos es sólida. Esta afirmación se puede argumentar 
analizando los factores Rms y Rmsw. En estos dos factores, el efecto de ?M y 
?Mw se tiene en cuenta solo un 50% y, además, la desviación de la saturación 
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teórica se penaliza con el término Ni?M2 o Ni?Mw2 (ecuaciones 5.1.6 y 5.1.7). 
Los resultados de la Tabla 5.1.5 muestran como ?M y ?Mw, a expensas de 
Ni?M2 y Ni?Mw2 (Rms y Rmsw), reducen la dependencia paramétrica del factor R-
NOE casi igual que en ausencia de los términos de penalización (Rtm y Rtwm). 
En la misma tabla, al comparar los errores relativos entre el grupo de factores 
R-NOE con ?M o ?Mw y el grupo que no tiene ninguno de los dos (Re y Rt), se 
observa como los resultados con el grupo de ?M y ?Mw son poco precisos en 
las dos primeras posiciones de las listas generada por los factores y selectivos 
si se consideran las cinco primeras posiciones. En este estudio, se cuantificó la 
cantidad de aciertos ubicados en las cinco primeras posiciones de cada una de 
las listas generadas con los factores R-NOE, en la búsqueda de la estructura 
real de tres sistemas moleculares entre 300 opciones. Los aciertos de los tres 
sistemas moleculares estudiados fueron promediados y las desviaciones 
estándar calculadas. 
El error relativo fue calculado a partir de los aciertos de los dos primeros 
puestos de cada lista. En este caso, Rt presentó el menor error con un 12,5%, 
seguido de Re con un 40%, Rtwm y Rmsw con un 100% y finalmente Rtm y Rms 
con un 170 y 150% respectivamente. Los resultados de este estudio muestran 
como la substitución de Wexp,k por Wcal,k induce una mejora en la precisión del 
factor R-NOE, al adaptarse a la estructura modelada y no a la real. Mientras, la 
adición de ?M o ?Mw afectó drásticamente los resultados de los factores R-
NOE, reduciendo las capacidades de Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw de discernir la 
estructura real. 
Sin embargo, este hecho solo ocurre cuando consideramos las dos primeras 
posiciones de la lista. Por el contrario, cuando se analizan los resultados de las 
primeras cinco posiciones de las listas de los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw, se 
llegan a identificar las estructuras reales el 100% de la veces con 
independencia de la parametrización utilizada. El resultado nos aporta una 
importante ventaja si se desea determinar la estructura de un complejo poco 
estudiado, ya que, con la aplicación de los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw, no se 
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necesita información previa para determinar la orientación y ubicación del 
ligando en el sitio de unión de la macromolécula. La selectividad de estos 
cuatro factores en la identificación de la estructura real confirmó que la adición 
de los términos de peso (?M o ?Mw) reducen los efectos de los parámetros 
químico-físicos sin reducir la sensibilidad de los factores R-NOE a los cambios 
en las coordenadas de los modelos moleculares. 
Para comprobar que los términos añadidos al factor R-NOE no cambian su 
sensibilidad al cambio de coordenadas, se analizó la exploración torsional 
realizada en los complejos moleculares de salacinol, kifunesina y epotilona-A 
(Figura 5.1.7). Al comparar las variaciones que describieron los factores Rt, Rtm, 
Rtwm, Rms y Rmsw con el factor Re en las imágenes 2D se aprecia que las 
modificaciones realizadas sobre el factor R-NOE no modifican sensiblemente 
su respuesta al cambio de coordenadas, aunque sí afecta la profundidad de los 
máximos y mínimos de las superficies (Figura 5.1.7). Los términos ?M o ?Mw 
son los causantes de reducir la profundidad de los extremos de las superficies 
(máximos y mínimos) de los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw, y tal reducción 
provoca que los cuatro factores (Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw) necesiten cinco 
oportunidades para llegar a discernir la estructura real (Tabla 5.1.5). Por el 
contrario, las superficies de Re y Rt tienen extremos más agudos, lo que implica 
una mejor respuesta frente a cambios más pequeños en las coordenadas; 
siempre que se optimicen los parámetros o se conozca la parametrización 
adecuada. Así que, con ellos, se podrán optimizar mejor las estructuras e 
identificar entre varias conformaciones con un bajo valor de RMSD. Ése fue el 
caso de la epotilona-A, ya que en la resolución de su estructura unida a la ?-
tubulina, los factores Re y Rt diferenciaron dos conformaciones con un RMSD 
entre las dos de solo 0,8 Å. 
Como resultado del trabajo se consiguieron diseñar cinco factores R-NOE, que 
junto con el factor Re permiten reconocer las coordenadas que mejor describen 
el patrón de STD-NMR. Con ellas, se llegaron a reconocer las estructuras 
reales de diversos complejos moleculares. Por último, se logró determinar la 
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estructura del complejo dactilolida-tubulina mediante la aplicación del factor Re 
y Rt, permitiendo su caracterización estrucutral.  
 
6.2 STD-MaPa es capaz de generar estructuras válidas a pesar de que la 
aproximación CORCEMA no contemple los efectos de reasociación y de 
la relajación T1 
 
Nuestro segundo objetivo fue la implementación de una metodología 
automática y autoconsistente que permite obtener las coordendas de un 
complejo receptor-ligando a partir de datos de STD-NMR. Con este fin, se 
diseño y creó el programa STD-MaPa. Este programa ha sido capaz de 
resolver diversas estructuras, incluso aunque no se hayan contemplados 
diveros efectos experimentales que modifican el patrón de STD-NMR.  
Hasta estos momentos, en los cálculos de las intensidades de STD-NMR no se 
han tenido en cuenta todos los efectos que están modificando la magnetización 
de los protones en los experimentos. En un experimento existe un grupo de 
efectos que no están relacionados con el efecto NOE y que afecta la saturación 
de los protones del ligando de manera diferenciada. Estos efectos causan una 
desviación diferenciada en cada protón del ligando sobre las intensidades de 
los STD-NMR experimentales, que deforman el patrón de STD-NMR. Entre los 
factores que más afectan a las desviaciones se encuentran las diferentes 
capacidades de los protones del ligando para acumular saturación debido a la 
relajación longitudinal (T1) y el proceso de reasociación de las moléculas de 
ligando previamente saturadas. En el caso de la relajación longitudinal (T1), 
ésta se compone de un conjunto de procesos mediante los cuales se recupera 
la magnetización en equilibrio térmico. Mientras que, en la reasociación, 
moléculas de ligando previamente saturadas y con menos capacidad para 
captar la saturación transferida desde la macromolécula, se unen más de una 
vez al sitio de unión. La aproximación CORCEMA no incluye estos procesos; 
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por lo que, si nuestro algoritmo no los considera o no es capaz de rectificarlos, 
éste puede dar como resultado soluciones estructurales erróneas. 
La relajación longitudinal T1 es uno de los procesos que inducen ciertas 
desviaciones en los datos de STD-NMR, incrementándose su efecto a tiempos 
de saturación largos. Con estos tiempos de saturación (típicamente ts>5 s) se 
alcanza un máximo en los valores de Diferencia de Transferencia de 
Saturación, porque las velocidades de saturación y de relajación se igualan. 
Cuando esto ocurre, por medio de evidencias experimentales se ha encontrado 
que el patrón de intensidades se encuentra controlado por la relajación T1 
(Yan, Kline et al. 2003). Sin embargo, cuando los tiempos de saturación (ts) son 
mayores (típicamente se satura la muestra entre 1 y 2 s) que el menor T1 
(~0,5-2 s), ya se empiezan a encontrar desviaciones en la saturación, las 
cuales son dependientes del valor T1 de cada protón (Yan, Kline et al. 2003). 
Así, por ejemplo, la presencia de protones aromáticos (característicamente T1 
largo) junto con protones de un grupo metilo (T1 corto) en un mismo ligando y 
con un tiempo de saturación largo (> 5 s), podría provocar una sobrestimación 
de la distancia entre el grupo metilo y la superficie de la molécula diana en la 
estimación estructural, debida a la reducción de la saturación sobre el grupo 
químico. 
Por otra parte se tienen además los efectos de reasociación de moléculas de 
ligando previamente saturadas. En estos casos, el acceso de una molécula 
previamente saturada, y probablemente con menos capacidad de recibir 
saturación por parte del receptor, impide que otra molécula del mismo 
compuesto pueda entrar al sitio de la diana molecular. Este hecho repercute 
sobre el mecanismo de transferencia de saturación a través de las moléculas 
de ligando hacia la solución, provocando una disminución en la acumulación de 
la saturación de los ligandos libres. El efecto producido por la reasociación se 
agudiza cuando el tiempo de residencia del ligando en la solución (?lres) es 
menor que T1. Cuando se cumple esta condición, la velocidad de reasociación 
es más rápida que los procesos de relajación, y las moléculas de ligando 
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previamente saturadas no tendrán tiempo de relajar su saturación antes de 
unirse nuevamente a la macromolécula. Este hecho contribuirá a la reducción 
de las intensidades de STD-NMR (Angulo, Enríquez-Navas et al. 2010). 
Los dos efectos pueden evitarse o al menos reducirse, si se toman ciertas 
precauciones en el experimento (Meyer and Peters 2003, Yan, Kline et al. 
2003). Entre las precauciones que se pueden tomar, la más efectiva de todas 
radica en la reducción del tiempo de saturación a valores menores que la mitad 
del menor T1 o ?lres, dependiendo de la escala de tiempos de ambos procesos. 
Pero esta aproximación reduce drásticamente la sensibilidad del STD-NMR, ya 
que con cortos períodos de saturación selectiva (Figura 1.2.9 del apartado 
1.2.4) se obtendría una macromolécula insuficientemente saturada (Yan, Kline 
et al. 2003). Una solución alternativa fue planteada por Mayer y James. Estos 
autores propusieron una curva de crecimiento monoexponencial con los STD-
NMR experimentales (ordenadas) y diferentes tiempo de saturación (abscisas) 
(Mayer and James 2004). 
 
 ܵܶܦ௧ = ܵܶܦ௠௔௫(1 − ݁ି௞ೞೌ೟௧ೞೌ೟) 6.2.1 
 
En la ecuación, STDt es la intensidad de STD-NMR de un protón a un tiempo 
de saturación tsat, STDmax es la máxima intensidad que el protón alcanzará con 
largos tiempos de saturación y ksat es la constante de velocidad de saturación 
observada. A partir de la ecuación 6.2.1, se obtuvo la derivada y con ella 
hallaron la pendiente de la curva a tiempo de saturación cero. 
 
 ݀ܵܶܦ଴ = ܵܶܦ௠௔௫݇௦௔௧ 6.2.2 
 
Su propuesta consistía en describir la unión de los ligandos a partir de la 
pendiente inicial (dSTD0); ya que se considera que dSTD0 es un reflejo más 
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preciso de la proximidad entre los protones del ligando y el receptor. La 
pendiente inicial se encarga de describir el tiempo (1/ksat) necesario para llegar 
a obtener el valor de saturación STDmax si se mantuviera la misma velocidad de 
saturación desde el inicio. Dado que con tiempos de saturación muy pequeños 
los mecanismos de relajación T1 y de reasociación no han iniciado, el dSTD0 
no se encuentra influenciado por sus efectos. Sin embargo, esta aproximación 
tiene como inconveniente que incrementa el tiempo del experimento, lo que 
impide su aplicación en el estudio de macromoléculas que se degraden a la 
temperatura de medición (típicamente, la temperatura ambiente). 
Como ya se ha comentado, los efectos que provocan las desviaciones en los 
patrones de STD-NMR no fueron considerados en la formulación del 
CORCEMA y, como nuestra metodología utiliza esta aproximación para 
calcular los patrones de STD-NMR en los modelos moleculares, el 
procedimiento implementado en el STD-MaPa tampoco tiene en cuenta la 
presencia de estos artefactos en los datos de STD-NMR. Sin embargo, el 
protocolo implementado en el STD-MaPa resolvió las estructuras de cinco 
complejos moleculares, a partir de sus patrones de STD-NMR y sin utilizar las 
pendientes de saturación inicial a tiempo cero (dSTD0). Además, en los cinco 
casos, no se utilizaron tiempos de saturación cortos; en ellos se saturó 
selectivamente la proteína durante ~2 s (tsat≈2 s). Además, en todos los casos 
se obtuvo un buen ajuste en las intensidades de STD-NMR mediante la 
minimización del factor Re y Rt (Figura 5.2.11). Así que, según los resultados 
obtenidos en el apartado 5.2.6, las desviaciones en la saturación no afectaron 
la capacidad de la metodología del STD-MaPa para resolver las estructuras de 
los complejos moleculares; ya que, con el programa se llegó a corregir las 
desviaciones en la saturación. 
Para explicar este fenómeno fueron planteadas dos hipótesis. En la primera se 
considera que, si las intensidades de STD-NMR presentan desviaciones 
diferenciadas, el STD-MaPa homogenizaría todas las desviaciones del 
experimento en la evaluación de los STD-NMR calculados mediante los 
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factores R-NOE. Para comprobar la primera hipótesis, se analizaron las 
contribuciones de los términos Wexp,k, Wcal,k, ?M y ?Mw. Las contribuciones de 
Ni?M2 y Ni?Mw2 no fueron analizadas porque los dos términos influyen por igual 
en todo el patrón de STD-NMR (ecuaciones 5.1.6 y 5.1.7).  
El primer término analizado fue Wexp,k. Si se recuerda, este término sólo 
sobrestima las saturaciones menos intensas y este hecho no corrige las 
desviaciones. Por el contrario, el término podría estar sobrestimando las 
señales más afectadas por T1 y la reasociación. Por otra lado se encuentra el 
término Wcal,k, que dada su naturaleza, tampoco elimina las desviaciones de la 
saturación. Sin embargo, ambos términos (Wcal,k y Wexp,k) podrían rectificar las 
desviaciones en la saturación de los protones, siempre que, por cierta 
casuística, coincidiesen las magnitudes de los efectos de la relajación T1 y los 
efectos de la reasociación sobre cada protón, con la diferencia entre la 
saturación calculada y experimental, situación que es improbable. 
Por otro lado, los términos ?M y ?Mw sí son capaces de rectificar las 
desviaciones en el patrón de STD-NMR. Con estos términos se consiguió que 
la desviación diferenciada de la saturación en cada protón, debida a artefactos 
experimentales, se redistribuya entre todas las señales (Figura 6.2.1). A través 
de la substracción de las diferencias entre el valor medio de las señales 
experimentales y el valor medio de los datos de STD-NMR calculados, se 
distribuyen, como se puede apreciar en la Figura 6.2.1, las desviaciones 
mediante el ajuste de las intensidades del patrón de STD-NMR teórico. En los 
cuatro ejemplos que se muestran en la imagen se puede observar cómo, al 
aplicar los términos ?M y ?Mw, se traslada la diferencia entre el par de señales 
marcadas con un asterisco hacia el segundo par de señales. Este simple 
artefacto matemático favoreció que los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw no se 
vieran afectados por la relajación T1 o la reasociación en los estudios 
realizados en el apartado 5.1.7. 
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Figura 6.2.1 Representación esquemática de la redistribución de la saturación 
efectuada mediante los términos ?M y ?Mw en presencia de desviaciones en la 
saturación experimental debida a artefactos experimentales. Las líneas 
representan la media aritmética y ponderada de las intensidades. 
 
 
Independientemente de la anterior hipótesis, todavía no se han expuesto las 
causas que fundamentarán la correcta descripción de los patrones de STD-
NMR experimentales (Figura 5.2.11). La anterior hipótesis sólo es aplicable al 
reconocimiento molecular con el STD-MaPa, y este hecho no necesariamente 
asegura que los patrones experimentales y teóricos se ajusten correctamente. 
En la búsqueda de evidencias que expliquen el comportamiento del STD-MaPa 
frente a las desviaciones en el patrón de saturación, se analizó el 
comportamiento del STD-NMR en función de diferentes parámetros (apartado 
5.1.3). En el estudio de la Figura 5.1.2 del apartado 5.1.3 se calcularon los 
STD-NMR promedios de tres complejos moleculares a partir de los patrones de 
STD-NMR teóricos obtenidos con el CORCEMA-ST, en función de la variación 
de la constante de asociación (Figura 5.1.2, segunda fila) y del tiempo de 
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correlación de las proteínas (Figura 5.1.2, primera fila). En la representación, 
fueron tomados como referencias los valores promedios de cada patrón 
experimental. En la imagen se visualiza con claridad cómo las diferencias entre 
los datos experimentales y teóricos (la saturación promedio y la desviación 
estándar) se reducen en los tres ligandos para una combinación específica de 
parámetros químico-físicos; pudiendo concluirse a partir de estos resultados 
que, en los tres ligandos (kifunesina en la primera columna, salacinol en la 
segunda columna y epotilona-A en la tercera columna), se llegó a reproducir 
tanto el comportamiento medio del patrón de STD-NMR experimental como sus 
desviaciones. 
Para explicar estos resultados, se necesitarán conocer los efectos que 
producen los mecanismos de relajación T1 y de reasociación sobre el STD-
NMR; y éstos se pueden saber al analizar matemáticamente la dependencia de 
las intensidades de STD-NMR con el tiempo de saturación. Con este fin, se 
procedió a convertir la ecuación 6.2.1 en una serie de Euler. 
 
 ܵܶܦ௧ = ܵܶܦ௠௔௫ ቌ− ෍
(−݇௦௔௧ݐ௦௔௧)
௝
݆!
௡
௝ୀଵ
ቍ 6.2.3 
 
En la ecuación, cuando se extrae el primer término del sumatorio se obtiene 
una línea recta dependiente del tiempo de saturación con pendiente igual a 
dSTD0. 
 
 ܵܶܦ௧ = ܵܶܦ௠௔௫݇௦௔௧ݐ௦௔௧−ܵܶܦ௠௔௫ ቌ෍
(−݇௦௔௧ݐ௦௔௧)
௝
݆!
௡
௝ୀଶ
ቍ 6.2.4 
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 ܵܶܦ௧ = ݀ܵܶܦ଴ݐ௦௔௧−ܵܶܦ௠௔௫ ቌ෍
(−݇௦௔௧ݐ௦௔௧)
௝
݆!
௡
௝ୀଶ
ቍ 6.2.5 
 
A partir de la ecuación 6.2.5 se puede afirmar que, a un tiempo de saturación 
“t” (por ejemplo, tsat = 2 s), la saturación de los protones (STDt) es igual a la 
velocidad de saturación inicial (dSTD0) más una constante “Ktj”. De manera 
que, se termina por transformar la ecuación 6.2.1 en la ecuación 6.2.6. 
 
 ܵܶܦ௧ = ݀ܵܶܦ଴ݐ௦௔௧ + ܭ௝
௧ 6.2.6 
 
La nueva ecuación está compuesta por el término dSTD0×tsat, que describe, 
fundamentalmente, las relajaciones intermoleculares, y por una constante 
macroscópica (Ktj), influenciada por los artefactos experimentales. Para explicar 
los resultados obtenidos en el apartado 5.1.3, se puede suponer que, en la 
Figura 5.1.2, la combinación de los parámetros químico-físicos utilizados para 
resolver la matriz CORCEMA, con un tsat=2 s, permitieron optimizar tanto el 
término dSTD0×tsat como el término Ktj de la ecuación 6.2.6. 
En diversos estudios se caracterizó tanto el comportamiento de la saturación 
en presencia de procesos de reasociación, como su influencia sobre las curvas 
decrecimiento de STD-NMR (ecuación 6.2.1) (Angulo, Enríquez-Navas et al. 
2010, Angulo and Nieto 2011). En sus estudios, Ángulo llegó a relacionar, a 
partir de la evidencia experimental, que los protones con las señales de STD-
NMR más intensas se encuentran más afectados por la reasociación. Además, 
cuando se intentó obtener la constante de disociación del complejo molecular a 
partir de las curvas de crecimiento, se encontró que los protones más 
afectados por la reasociación provocaban una mayor sobrestimación en la 
determinación de la constante de disociación (Angulo, Enríquez-Navas et al. 
2010). 
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Partiendo de esos resultados se puede afirmar la existencia de una relación 
entre el proceso de reasociación, la saturación de los protones y la constante 
de disociación. Por lo tanto, se esperaría que la relación contraria también se 
cumpliese. Así que, si se utiliza un procedimiento para optimizar la constante 
de disociación aparente, podríamos ser capaces de predecir de un modo 
cuantitativo, por medio de la matriz de intercambio conformacional (K), los 
valores de STD-NMR experimentales. De manera que, aunque la aproximación 
del CORCEMA no tenga en cuenta los artefactos experimentales, y utilicemos 
valores de STD-NMR experimentales con desviaciones, se esperaría poder 
rectificar las diferencias en la saturación debidas a las desviaciones mediante 
la optimización paramétrica de la matriz cinética (K) (ecuación 1.2.8) y de 
relajación (R) (ecuación 1.2.9). 
La optimización de la constante de disociación permite reproducir 
aproximadamente tanto los procesos de reasociación como los de relajación 
T1; y para explicar las relaciones entre ellos se utilizará, como ejemplo, los 
resultados del trabajo de Angulo. En ese caso particular, la constante de 
disociación aparente (Kad=1/Kab) aumenta con el incremento del efecto de la 
reasociación. Cuando esto ocurre, si se considera que la kon está limitada 
solamente por la difusión, se espera que también aumente la velocidad de 
disociación (koff) y además disminuya el tiempo de residencia del ligando en la 
cavidad de la macromolécula (?ures). El menor tiempo de residencia del ligando 
unido (?ures) aumenta la relación ?lres/(??lres +??ures), lo que reduce la probabilidad 
de la aparición de asociaciones múltiples de moléculas de ligando previamente 
saturadas. Además, este hecho también afectaría la velocidad de la relajación 
T1. En este caso, se esperaría que el efecto de T1 disminuyese, dado que los 
mecanismos de relajación del ligando en solución son menos eficientes que los 
mecanismos del ligando unido a la proteína. Como se comentó en el apartado 
5.1.3, el menor tamaño de la red protónica del ligando reduce la velocidad de 
propagación de la saturación y con ello, también se reducen las velocidades de 
los mecanismos de relajación T1. 
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Pero los efectos de la koff no sólo van a modular el intercambio entre estados 
(matriz K del CORCEMA), ya que también, de una manera indirecta, afectan 
las velocidades de relajación (matriz R del CORCEMA). Como se puede 
constatar en las ecuaciones 1, 12 y 13 del artículo donde fue adaptada la teoría 
CORCEMA al estudio de la espectroscopia bidimensional de TR-NOESY 
(Krishna and Moseley 2002), la koff es capaz de modular la autorelajación del 
ligando (RL´) y de la proteína (RE´) cuando están asociados. Como en la 
mayoría de los complejos moleculares estudiados por STD-NMR, la asociación 
es débil (koff > 1 Hz), por lo que se puede considerar que la matriz de relajación 
(R) del CORCEMA se comporta como una perturbación de la matriz de 
intercambio (K) (ecuación 5.1.9). Por tanto, con el aumento de ?lres/(??lres +??ures), 
se tendrán menos moléculas de ligando en el sitio, lo que provocaría que el 
aporte a la saturación de los factores PL´RL´ y PE´RE´ (ecuación 5.1.9) 
(Jayalakshmi and Krishna 2002) disminuya y, con ello, cambiase la saturación 
de los protones del ligando. A partir del análisis del CORCEMA, hemos podido 
apreciar como los procesos de disociación están regulando los términos de 
relajación del complejo molecular (RL´ y RE´). Pero la Ka y la koff no son los 
únicos parámetros que permiten ajustar el patrón de STD-NMR. Se conoce, 
tanto del capítulo Introducción (apartado 1.2.3, ecuación 1.2.6) como del 
apartado 5.1.3, que los tiempos de correlación modulan la eficiencia y la 
capacidad de la propagación de la saturación por toda la molécula. De manera 
que, la variación de los tiempos de correlación influirá directamente en los 
términos de la matriz de velocidad de relajación completa (R) y, por tanto, en 
los valores de STD-NMR. Por lo tanto, tomando como punto de partida el 
análisis de la dependencia de los diferentes mecanismos que están regulando 
los valores de STD-NMR, se puede concluir que, a partir de la optimización de 
los parámetros químico-físicos (?pc, ?lc, Ka y koff) se llegaría a emular las 
desviaciones en los patrones de STD-NMR. 
Para corroborar que el STD-MaPa es capaz de reproducir los patrones de STD-
NMR mediante el algoritmo de optimización paramétrica, brevemente se va a 
comentar la resolución de la estructura de la dimanosa unida al anticuerpo 
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2G12, a diferentes tiempos de saturación. Con este nuevo ensayo, la 
metodología implementada en el STD-MaPa demostró su potencial en la 
resolución de estructuras y en la emulación del patrón de STD-NMR 
experimental bajo diferentes niveles de interferencias, inducidas tanto por el 
tiempo de relajación T1 como por la reasociación del ligando. 
Para realizar la prueba, se extrajeron todos los datos experimentales que 
fueron obtenidos por los autores (Enríquez-Navas, Marradi et al. 2011), y las 
coordenadas de las estructuras de la proteína y de la dimanosa fueron 
descargados del PDB con el código 1OP3. Para cada tiempo de saturación 
(0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50 y 3,00 s) se realizó, con el STD-MaPa, un 
ciclo de acoplamiento molecular y se optimizaron los tiempos de correlación de 
la proteína y del ligando, la constante de velocidad de disociación y la 
constante de asociación. El procedimiento utilizado fue el descrito en el 
apartados 4.9 y 5.2.6, y se escogieron las estructuras tanto por Re como por Rt. 
Los resultados son mostrados en la Tabla 6.2.1, en la Tabla 6.2.2 y en la Figura 
6.2.2. 
 
Tabla 6.2.1 Ajuste paramétrico realizado por el STD-MaPa con el factor Re al 
resolver la estructura del complejo dimanosa-2G12 en diferentes tiempos de 
saturación. 
Tiempo de 
saturación 
Factor Re Ka (M-1) ?pc (s) ?lc (s) koff (s-1) 
0,50 0,3860 1×102 2×10-7 5,0×10-10 100 
0,75 0,3646 1×102 2×10-7 7,5×10-10 100 
1,00 0,3431 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
1,50 0,3051 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
2,00 0,2929 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
2,50 0,2840 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
3,00 0,2721 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
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Aunque de manera breve, es preciso comentar que el programa STD-MaPa 
resolvió la estructura descrita por el cristal (PDB: 1OP3) en todos los tiempos 
de saturación. Tanto en la Tabla 6.2.1 como en la Tabla 6.2.2 se muestran los 
parámetros optimizados a partir de Re y Rt. En ellas se observa como el 
programa modificó, en este caso en concreto, los valores del tiempo de 
correlación rotacional del ligando (?lc), la constante de asociación (Ka) y la 
velocidad de disociación (koff), con el aumento del tiempo de saturación (tsat). 
Como se puede apreciar, los cambios en las constantes llegan a ser de un 
orden de magnitud. Tanto Re como Rt redujeron sus valores con el aumento del 
tiempo de saturación, indicando que, a mayor saturación, las diferencias entre 
el patrón experimental y el calculado se iban reduciendo. Además, se puede 
constatar que en todos los casos el factor Rt siempre es menor que Re; ya que 
Wcal,k se adaptó mejor que Wexp,k a las coordenadas del modelo molecular 
obtenido con el STD-MaPa. 
 
Tabla 6.2.2 Ajuste paramétrico realizado por el STD-MaPa con el factor Rt al 
resolver la estructura del complejo dimanosa-2G12 en diferentes tiempos de 
saturación. 
Tiempo de 
saturación 
Factor Rt Ka (M-1) ?pc (s) ?lc (s) koff (s-1) 
0,50 0,3440 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
0,75 0,3090 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
1,00 0,2947 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
1,50 0,2820 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
2,00 0,2848 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
2,50 0,2833 1×102 2×10-7 2,5×10-10 1×103 
3,00 0,2674 1×103 2×10-7 2,5×10-10 1×102 
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El objetivo de este nuevo ensayo era demostrar que el STD-MaPa reconocería 
la presencia de las distorsiones en los patrones de STD-NMR experimentales. 
En la Figura 6.2.2 se muestran los patrones de STD-NMR obtenidos con el 
STD-MaPa para el complejo dimanosa-2G12, en los tiempos de saturación 
considerados. En la imagen se puede verificar con claridad que el STD-MaPa 
fue capaz de reproducir los patrones de STD-NMR del complejo dimanosa-
2G12 en diferentes tiempos de saturación. Estos resultados muestran además 
que la respuesta proporcionada por el STD-MaPa se ajusta al incremento de 
los efectos producidos por los mecanismos de relajación T1 y de reasociación 
con el aumento del tiempo de saturación. Estos resultados validan la hipótesis 
de que el STD-MaPa ajusta el patrón de STD-NMR teórico mediante la 
optimización paramétrica, no afectando el cálculo de las distancias entre el 
ligando y la proteína. De esta manera, se puede concluir que la resolución 
estructural mediante el algoritmo que se implementó en el STD-MaPa 
proporciona resultados cuantitativos y robustos. 
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Figura 6.2.2 Patrones de STD-NMR experimentales (líneas sólidas con 
círculos) y calculados (líneas discontinuas con cuadrados) a partir de la 
estructura resuelta por el programa STD-MaPa en diferentes tiempos de 
saturación experimentales. Se representan los patrones de STD-NMR en gris 
(tsat=0,50 s), azul (tsat=0,75 s), verde (tsat=1,00 s), rojo purpúreo (tsat=1,50 s), 
violeta (tsat=2,00 s), naranja (tsat=2,50 s) y verde olivo (tsat=3,00 s). En la 
esquina inferior derecha se encuentra la estructura química de la dimanosa. 
 
Por otro lado, en la resolución mediante el método híbrido de la estructura de la 
dactilolida unida al tetrámero T2R (apartado 5.3), se ha supuesto que, con el 
STD-MaPa, se identificaron cuantitativamente los diferentes modos de unión 
del compuesto. Sin embargo, aunque es posible la caracterización de múltiples 
modos de unión a través de experimentos de STD-NMR mediante la 
aproximación del CORCEMA (Angulo, Díaz et al. 2008, Enríquez-Navas, 
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Marradi et al. 2011, Muñoz-García, Chabrol et al. 2015), con su aplicación, 
artefactos como la reasociación de moléculas previamente saturadas pueden 
impedir la correcta caracterización de los modos de unión (Angulo, Díaz et al. 
2008, Angulo and Nieto 2011). Los estudios realizados hasta ahora han 
utilizado el análisis de pendientes iniciales (dSTD0) para la caracterización 
cuantitativa de múltiples modos de unión. En ellos, se considera que la 
pendiente inicial obtenida a partir de los datos experimentales es igual a la 
suma de las pendientes iniciales de cada modo de unión. 
 
 
݀ܵܶܦ଴
ெ =
ܫ଴ − ܫ௦௔௧
௘௫௣
ܫ଴
ܫ௧ೞೌ೟→଴ =
∑ (ܫ଴ − ܫ௦௔௧
௜ )௠௜ୀଵ
ܫ଴
ܫ௧ೞೌ೟→଴
= ෍ ݀ܵܶܦ଴
௜
௠
௜ୀଵ
 
6.2.7 
 
Sin embargo, la resolución de la estructura de la dactilolida se realizó a partir 
de los valores de STD-NMR obtenidos en un tiempo de saturación de 2 s 
(ecuación 5.2.1 del apartado 5.2.7). Aunque se haya validado el STD-MaPa en 
presencia de efectos provocados por la relajación T1 y la reasociación (Figura 
6.2.2), en la resolución estructural de múltiples modos de unión mediante la 
aproximación matricial del CORCEMA se tiene que cumplir que los modos son 
independientes entre ellos. Pero los modos son independientes en tiempos de 
saturación cortos (tsat≈0) debido a que, en estos tiempos, no se tienen procesos 
de reasociación. Con tiempos largos, las moléculas que se unen a la 
macromolécula con una disposición tienen la posibilidad de unirse nuevamente 
en otra diferente. Cuando esto ocurre, la descripción del STD-NMR a partir de 
modos de unión independientes deja de ser válida. 
En tal caso, las desviaciones del patrón experimental de STD-NMR puede que 
no se rectifiquen en la optimización paramétrica de cada modo de unión. Para 
conocer si es válida nuestra aproximación en la resolución del problema de la 
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reasociación en presencia de múltiples modos de unión, al igual que hicimos 
con un solo modo de unión, se describieron los valores de STD-NMR con el 
término de la pendiente inicial (dSTD0×tsat) y el término constante (K). Con este 
fin, se substituyó la ecuación 6.2.6 en la sumatoria de la ecuación 5.2.1.
 
 ܵܶܦ௧ெ = ෍ ܵܶܦ௧௜
௠
௜ୀଵ
= ෍൫݀ܵܶܦ଴
௜ ݐ௦௔௧ + ܭ௜,௝
௧ ൯
௠
௜ୀଵ
 6.2.8 
 
La ecuación resultante queda, para un tiempo de saturación “t”, como la 
sumatoria de la velocidad de crecimiento inicial característica del i-ésimo modo 
de unión y una constante Kti,j perturbada por los procesos de reasociación entre 
los diferentes modos de unión “m”. De manera que se tendrán tantas 
constantes Kti,j como modos de unión esté describiendo el ligando. Para 
separar los efectos de reasociación, la constante Kti,j se iguala a, 
 
 ܭ௜௝
௧ = ܭ௜
௧´ + ߢ௧ 6.2.9 
 
y se sustituye en la ecuación 6.2.8, 
 
 ܵܶܦ௧ெ = ෍ ܵܶܦ௧௜
௠
௜ୀଵ
= ෍൫݀ܵܶܦ଴
௜ ݐ௦௔௧ + ܭ௜
௧´൯
௠
௜ୀଵ
+ ෍ ߢ௟
௧
௠
௟ୀଵ
 6.2.10 
 
siendo m el número total de modos de unión, Kti,´ una constante libre de 
desviaciones experimentales y los m términos ?tl, son constantes que contienen 
los efectos de reasociación multimodos. Como el término Kti,´ no está afectado 
por los procesos de reasociación, la sumatoria ൫∑ ൫݀ܵܶܦ଴௜ ݐ௦௔௧ + ܭ௜
௧´൯௠௜ୀଵ ൯ no se 
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desvía de la aproximación de múltiples modos de unión del CORCEMA. 
Mientras, ?tl incluye todos los efectos experimentales sobre el STD-NMR a 
tiempo “t”, provocados por las reasociaciones entre diferentes modos de unión. 
Aunque no se ha comentado anteriormente, se espera que los procesos 
reasociativos, y con ellos las desviaciones que provocan sobre la saturación de 
los ligandos, estén regulados por la abundancia entre modos de unión. Al 
considerar este hecho, se puede afirmar que (∑ ߢ௟௧௠௟ୀଵ ) respeta las relaciones de 
abundancia entre los diferentes modos de unión. Esto permite reestructurar la 
ecuación 6.2.10, donde los términos ?tl son substituidos por los términos ?ti´. 
Los nuevos términos (?ti´) sólo dependen de los procesos de reasociación entre 
los mismos modos de unión y por tanto se pueden incluir en el primer 
sumatorio de la ecuación 6.2.10. 
 
 ܵܶܦ௧ெ = ෍ ܵܶܦ௧௜
௠
௜ୀଵ
= ෍൫݀ܵܶܦ଴
௜ ݐ௦௔௧ + ܭ௜
௧´ + ߢ௜
௧´൯
௠
௜ୀଵ
 6.2.11 
 
Este nuevo hallazgo, junto con los resultados obtenidos en la Figura 6.2.2 
permite afirmar que, mediante la optimización paramétrica de la matriz 
CORCEMA en cada modo de unión, se pueden describir las reasociaciones 
multimodos. Por tanto, dado los recientes análisis se puede confirmar que el 
término ?ti (al igual que Ktij) es emulado por el STD-MaPa mediante la 
búsqueda de los conjuntos de parámetros (?pc, ?lc, Ka y koff) para cada modo de 
unión. Así que a partir de los cuatro parámetros se van a minimizar los factores 
R-NOE con la combinación de los patrones de STD-NMR teóricos obtenidos 
con todos los modos de unión. Como resultado final se tiene que con el 
software STD-MaPa se llega a rectificar los efectos que se producen en los 
experimentos de STD-NMR cuando se usan tiempos de saturación largos sin 
necesidad de obtener una curva de crecimiento experimental. 
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6.3 STD-MaPa en la resolución de constantes químico-físicas 
 
Posterior al estudio estructural realizado en el apartado 5.2.6, se decidió 
verificar los ajustes de los parámetros químico-físicos realizados por el STD-
MaPa. Para este análisis, fueron tomados en consideración los sistemas 
formados por la epotilona-A, la podofilotoxina y el compuesto PM060327. A 
partir de ellos, se analizaron los valores de la constante de asociación 
obtenidos con el STD-MaPa. Con este fin, primero se obtuvieron 
experimentalmente las constantes de asociación de estos tres compuestos 
unidos al heterodímero de ?,?-tubulina. Las constantes de asociación de la 
epotilona-A (0,8 ± 0,3 × 104 M-1) y el PM060327 (Kd = 4,1 ± 0,9 × 10-8 M; Ka = 
1/Kd = 2 × 107 M-1) se midieron, en nuestro laboratorio, mediante un ensayo de 
ultracentrífuga analítica por cosedimentación con la tubulina en condiciones no 
polimerizantes (Pera, Barasoain et al. 2013, Canales, Nieto et al. 2014). En 
cambio, la constante de asociación de la podofilotoxina (1,850 ± 0,007 × 107 M-
1) se medió en un ensayo de competición con colchicina por la Dra. Antúnez 
(Antúnez-Mojica, Rodríguez-Salarichs et al. 2016). 
Para analizar la metodología de optimización paramétrica del STD-MaPa, se 
muestran en la Tabla 6.3.1 los parámetros obtenidos en la resolución 
estructural de la podofilotoxina-?,?-tubulina, PM060327-?,?-tubulina y 
epotilona-A-?-tubulina. En esta misma tabla se agrupan todos los parámetros 
optimizados mediante Re y Rt para los tres complejos moleculares. 
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Tabla 6.3.1. Conjunto de parámetros que minimizan los factores Re y Rt en los 
complejos cristalográficos de podofilotoxina-?,?-tubulina, PM060327-?,?-
tubulina y epotilona-A-?-tubulina. 
 
 
Podofilotoxina-?,?-
tubulina 
PM060327-?,?-
tubulina 
Epotilona-A-?-
tubulina 
?c-unido [ns] 40 103 40 
?c-libre [ns] 0,75 0,25/0,50 0,75 
Ka [M-1] 108 105/104 104/105 
koff [s-1] 10 100 1 
Re/Rt 0,1562/0,1406 0,1740/0,1681 0,2272/0,2055 
* Los parámetros obtenidos con los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw no se 
muestran porque los términos ?M y ?Mw, incluidos en los cuatro factores, 
distorsionan las constantes experimentales. 
 
 
En estos tres complejos moleculares, la constante de asociación resuelta por el 
STD-MaPa (tercera fila de la Tabla 6.3.1) mediante los factores Re y Rt difiere 
de las constantes obtenidas para los tres complejos mediante ensayos 
bioquímicos. La metodología experimental utilizada en este trabajo induce una 
sobreestimación de las constantes de asociación, debido a la presencia de 
procesos de reasociación y relajación T1. Si se desean eliminar estos efectos 
se puede utilizar la aproximación propuesta por Mayer y James. Estos autores 
propusieron registrar curvas de crecimiento de STD-NMR para cada protón y 
obtener la pendiente inicial de crecimiento mediante un ajuste matemático a 
una ecuación monoexponensial (Mayer and James 2004). Además, Angulo, 
basándose en las curvas de crecimiento, propuso un protocolo que eliminaba 
los artefactos descritos anteriormente y que permitiría determinar 
correctamente la constante de disociación (Angulo, Enríquez-Navas et al. 
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2010). Sin embargo, en la resolución estructural de los tres complejos 
moleculares se utilizó un único tiempo de saturación (ver capítulo de Métodos) 
y, en estos casos, como se demostró en el apartado 6.2, el STD-MaPa optimiza 
los valores de Ka para contrarrestar las desviaciones en el patrón de STD-
NMR. 
Por otro lado, también se analizaron los valores de los tiempos de correlación 
rotacionales (?pc) de los tres compuestos. En principio, se esperaba que los tres 
tiempos de correlación fueran iguales debido a que en los tres casos se 
preparó la misma solución con el heterodímero de ?,?-tubulina bajo 
condiciones despolimerizantes. Sin embargo, los tiempos de correlación (?pc) 
obtenidos con el STD-MaPa (primera fila de la Tabla 6.3.1) no fueron los 
mismos para los tres complejos moleculares. En la resolución estructural de los 
tres complejos moleculares se exploró el rango de ?pc de 10 ns a 103 ns, en 
pasos de 10 ns. Como se puede observar en la Tabla 6.3.1, se obtuvo un 
tiempo de correlación para la proteína de 40ns en el sistema con podofilotoxina 
y con epotilona-A. Sin embargo, el ?pc para el sistema con PM060327 fue 103 
ns. Aunque se esperaba que los ?pc entre los tres complejos tuvieran ciertas 
diferencias debido al sobreajuste que realiza el STD-MaPa para emular las 
anomalías en el patrón de STD-NMR, para el mismo tiempo de saturación y 
con sistemas tan similares, no se esperaban cambios de dos órdenes de 
diferencia. Así que los cambios en los tiempos de correlación del heterodímero 
de ?,?-tubulina son debidos a otros factores. 
En un estudio previo, ya se había calculado el tiempo de correlación del dímero 
de tubulina a través de la aproximación brindada por el HYDROPRO (Canales, 
Rodríguez-Salarichs et al. 2011). La aproximación del HYDRPRO considera 
que las moléculas son globulares y con este método se determinó que el ?pc del 
heterodímero de ?,?-tubulina era 60 ns. Pero la tubulina es un dímero formado 
por dos proteínas globulares, cada una de ~50 kDa, que en su conjunto no 
forman un compuesto globular. Así que la desviación que tiene la ?,?-tubulina 
del modelo globular considerado por el HYDROPRO puede inducirle a éste a 
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calcular un radio hidrodinámico mayor que el real. Si se tiene en cuenta esta 
desviación por parte del HYDROPRO, se puede decir que su resultado (?pc=60 
ns) se asemeja al resultado obtenido con el STD-MaPa para los complejos con 
podofilotoxina (?pc=40 ns) y epotilona-A (?pc=40 ns) (Tabla 6.3.1).  
En otro estudio, en el que se analizaba el equilibrio de plegamiento de los 
heterodímeros de ?,?-tubulina en presencia de cloruro de guanidinio (GndCl), 
mediante técnicas de Dicroísmo Circular (CD), Espectroscopia de Correlación 
de Fluorescencia de dos fotones (FCS) y Espectroscopia de Fluorescencia 
Resuelta en el Tiempo, se llegó a determinar por fluorescencia el tiempo de 
correlación rotacional de la tubulina (Sánchez, Brunet et al. 2004). Para dicho 
estudio, la tubulina utilizada se extrajo de cerebro bovino (Andreu, Oliva et al. 
2002) siguiendo el mismo protocolo usado en la extracción de tubulina en los 
experimentos de RMN con los complejos de podofilotoxina-?,?-tubulina, 
PM060327-?,?-tubulina y epotilona-A-?,?-tubulina (aparatado 4.3). Además, la 
viscosidad del tampón utilizado en este estudio es similar a la viscosidad de las 
soluciones preparadas para los experimentos de RMN con la podofilotoxina, el 
PM060327 y la epotilona-A; de manera que los resultados obtenidos en este 
estudio podrían validar los resultados del STD-MaPa. Finalmente, en este 
estudio el tiempo de correlación de la proteína fue medida por fluorescencia y 
con diferentes concentraciones de GndCl (0-0,5 M). Los resultados mostraron 
que en un rango de concentración de GndCl de 0 a 0,5 ns, el tiempo de 
correlación del heterodímero de ?,?-tubulina está comprendido entre los 40 ns 
(c(GndCl)=0 M) y los 48 ns (c(GndCl)=0,5 M). Así que, en ausencia de GndCl, 
los dos métodos obtienen el mismo valor de ?pc para el heterodímero de ?,?-
tubulina. Este resultado demuestra que el STD-MaPa, mediante los factores Re 
y Rt, optimizó correctamente el tiempo de correlación del dímero de ?,?-
tubulina en presencia de podofilotoxina y epotilona-A. Además, indicaría que 
los cálculos realizados por el HYDROPRO se desviaron 20 ns; desviación que 
probablemente fue producida por la aproximación geométrica que utiliza el 
programa. 
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Hasta el momento, los resultados con el STD-MaPa para podofilotoxina y 
epotilona-A se han podido validar. Sin embargo, no se puede obviar que, con el 
mismo protocolo, el programa obtiene un tiempo de correlación rotacional, para 
el dímero de ?,?-tubulina, de 1?s en el complejo de PM060327-?,?-tubulina. 
Para conocer los motivos que produjeron esta gran desviación, se empezó por 
calcular la masa molecular correspondiente a un tiempo de correlación 
rotacional de 1?s. Con este fin y mediante una aproximación grosera, se 
determinó la masa molecular de una molécula con un ?c de 1 ?s, a 25 oC y en 
una solución de deuterio (Cho, Urquidi et al. 1999, Cavanagh, Fairbrother et al. 
2010). El cálculo de ?c se realizó mediante una aproximación empírica basada 
en la Ley de Stokes y, según sus resultados, la masa molecular de una 
molécula con un ?pc de 1?s es 1666,944 kDa. Esto equivale a decir que la 
tubulina está formando aglomerado u oligómero compuestos por ~15 dímeros. 
En el trabajo (Pera, Barasoain et al. 2013) sobre PM060327, se analizó 
mediante ultracentrífuga analítica, el estado de polimerización presente en las 
condiciones de los experimentos de RMN. Los resultados mostraron que solo el 
93% de la tubulina estaba formando dímeros, mientras que el resto se 
encontraba en diversos estados de polimerización. Además, en el mismo 
trabajo, se llegó a documentar la presencia de anillos dobles con un diámetro 
medio de 38 nm; y según estudios previos, están compuestos entre 12 y 16 
heterodímeros de ?,?-tubulina (Dıáz, Pantos et al. 1994).  
Según las evidencias mostradas hasta este momento, el programa STD-MaPa 
detectó el grado de polimerización de la tubulina y, en consecuencia, corrigió el 
valor del tiempo de correlación rotacional ?pc pasando éste de 40 ns a 1 ?s. Por 
lo tanto, el algoritmo de optimización paramétrica del STD-MaPa tiene la 
capacidad de reconocer el tamaño de los compuestos y calcular correctamente 
el tiempo de correlación rotacional. Además, a partir de los análisis realizados 
en este apartado y los ajustes paramétricos obtenidos con el STD-MaPa, en la 
resolución del complejo de dimanosa-2G12 a diferentes tiempos de saturación 
(en el apartado 6.2, la Tabla 6.2.1 y Tabla 6.2.2), se concluye que, en 
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presencia de desviaciones en el patrón de STD-NMR experimental, los 
parámetros de la matriz de velocidad de intercambio conformacional completo 
(K) (apartado 1.2.4, ecuación 1.2.9) se verán más afectados que los 
parámetros de la matriz de velocidad de relajación completa (R) (apartado 
1.2.4, ecuación 1.2.8). Finalmente, a partir de las evidencias expuestas se 
puede concluir que con la metodología implementada en el programa STD-
MaPa se puede llegar a optimizar los tiempos de correlación de las proteínas, 
así como sus estados de polimerización. 
 
6.4 Descripción del mecanismo de unión covalente de la dactilolida y sus 
derivados a la ?-tubulina 
 
Uno de los objetivos de este trabajo era la obtención de un método híbrido que 
permitiera, mediante la combinación de diversas técnicas experimentales, 
obtener las coordenadas reales de un complejo proteína-ligando. De esta 
manera, en el apartado 5.3 se resolvió la estructura de la dactilolida unida al 
complejo T2R mediante el método híbrido de RMN y DRX. Los resultados 
indicaron que la molécula se asoció con al menos dos orientaciones a la ?-
tubulina. A partir de la caracterización estructural del complejo molecular, se 
identificó uno de los modos de unión como el más abundante (83% de la 
dactilolida enlazada) y, según su disposición en el sitio, ésta sería la estructura 
inicial de la reacción covalente con la ?-tubulina. 
Si se superponen las coordenadas de ?1- y ?2- tubulina unidas a la dactilolida 
(modo predominante del método híbrido) y la zampanolida (PDB: 4I4T) 
respectivamente, se observa como ambos compuestos presentan la misma 
orientación en la cavidad de ?-tubulina (Figura 6.4.1). En la imagen se puede 
ver como la zampanolida interacciona a través de la cadena lateral con el lazo-
M, siendo éste el mecanismo que mejora la estabilidad de la unión de la 
zampanolida con respecto a la dactilolida. Mientras, la dactilolida se entierra 
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más en el sitio en ausencia de esta fuente de estabilización (Figura 6.4.1-A) y 
se estabiliza mediante la oclusión del anillo 4-metilen-tetrahidropirano entre la 
hélice H7 y el lazo B9-B10. Estas circunstancias favorecen los procesos de 
disociación rápidos (koff=10 s-1), lo que induciría una disminución en la 
velocidad de la reacción covalente con la ?-tubulina. 
 
 
 
Figura 6.4.1. Representación del mecanismo de reacción covalente de la 
dactilolida y la zampanolida en el sitio interno de la ?-tubulina. El mecanismo de 
reacción covalente está representado en tres pasos que se diferencian con el 
naranja (estructuras antes de la reacción covalente), negro (estructura 
intermedia) y verde (estructura posterior a la reacción covalente). (A) 
Superposición de la estructura de ?1- y ?2- tubulina en presencia de DAC 
(naranja) y ZMP (verde) respectivamente. (B) Representación, según la Teoría 
de Enlace de Valencia (TEV), del mecanismo de la reacción covalente entre el 
macrociclo de ZMP o DAC con el residuo de histidina 229. En naranja, se 
representan los pasos que están relacionados con la estructura del complejo de 
DAC-T2R obtenida mediante el método híbrido. En verde, se representan los 
pasos que están relacionados con la estructura del complejo de ZMP-T2R 
obtenida mediante DRX. En negro, el paso intermedio del mecanismo de unión 
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covalente. (C y D) Cambio de perspectiva de la imagen “A” mediante un giro de 
90º con respecto un eje horizontal. (E y F) Cambio de perspectiva de las 
imagenes “C” y “D” respectivamente mediante un giro de -90º con respecto a 
un eje vertical. 
 
Sin embargo, debido a la similitud estructural entre los dos compuestos y a la 
disposición espacial adquirida en la unión a la ?-tubulina, se esperaría que el 
mecanismo de la reacción covalente de ambas fuese el mismo. Así que, 
teniendo en cuenta esta consideración, se pudo caracterizar el mecanismo de 
reacción covalente de esta familia de compuestos en la unión con el sitio 
interno de ?-tubulina, a partir del análisis de las estructuras de los complejos 
moleculares con la dactilolida y la zampanolida. 
Una de las características más conspicua del sitio interno de la ?-tubulina es la 
elevada exposición que presenta la cadena lateral del residuo HIS229 (Lowe, Li 
et al. 2001). Este residuo, en presencia de un compuesto (Lowe, Li et al. 2001, 
Matesanz, Trigili et al. 2015), se suele encontrar en el medio de la hélice H7, 
dividiendo la cavidad a la mitad. Además, según diversos estudios sobre la 
protonación del anillo de imidazol de la HIS229, se ha llegado a identificar que 
éste se encuentra doblemente protonado (pKHIS229=7,2 a pH=6.5) (Matesanz, 
Barasoain et al. 2008, Matesanz, Trigili et al. 2015). 
Se conoce que tanto la dactilolida como la zampanolida reaccionan 
covalentemente con la HIS229 a través del éster ?,?-insaturado del macrociclo, 
mediante una adición de Michael (Figura 6.4.1-B). Inicialmente, la reacción 
covalente de los dos compuestos con la HIS229 fue caracterizada mediante 
estudios de Espectroscopia de Masas y Modelado Molecular (Field, Pera et al. 
2012); y un año más tarde, esta información se confirmó con la resolución 
estructural de la zampanolida y el complejo T2R mediante técnicas 
cristalográficas (Prota, Bargsten et al. 2013). De manera que se esperaría que 
el estado de protonación de la HIS229 influyese en el mecanismo de reacción 
covalente. 
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En la HIS229, debido al estado de protonación del residuo y las características 
electronegativas del nitrógeno, se crea un efecto inductivo que desplaza la 
densidad electrónica del enlace σ localizado entre NE2 y HE2 hacia el 
nitrógeno NE2. Este efecto electrónico aumenta la reactividad de la HIS229, 
cargando positivamente el protón HE2. Dada la importancia de esta distribución 
de carga, recientemente fue calculada la distribución electrónica y el potencial 
electrostático de la HIS229 mediante una aproximación mecano-cuántica 
(Tang, Rodríguez-Salarichs et al. 2017). A partir de estos cálculos, se 
encontrrían claras evidencias de la localización electrónica sobre los nitrógenos 
del anillo de imidazol, y de la presencia de un potencial electrostático positivo 
sobre HE2 (Figura 3-E, de (Tang, Rodríguez-Salarichs et al. 2017)).
Si se observa la Figura 6.4.1-C, se puede apreciar que, en la unión no 
covalente de la DAC, el residuo de histidina 229 (HIS229) se orienta hacia el 
centro del macrociclo, maximizando su contacto con toda la estructura del 
compuesto. Cuando la HIS229 adquiere esta orientación con respecto a la 
DAC, la distancia entre el hidrógeno HE2 del residuo HIS229 y el grupo etileno 
del macrociclo es sólo de 4.5 Å. Con esta distancia, la densidad electrónica 
localizada sobre el enlace π conjugado del macrociclo (ZMP o DAC) favorece 
el acercamiento (Figura 6.4.1-B, paso de la reacción representado en naranja) 
y posterior transferencia del hidrógeno HE2, desde el residuo 229 hacia el 
ligando (Figura 6.4.1-B, paso de la reacción representado en negro).
Debido a la atracción electrostática existente entre el grupo etileno (DAC o 
ZMP) y el átomo HE2 del residuo, el anillo de imidazol (HIS229) se orienta, 
mediante un giro de 29º, hacia el éster ?,?-insaturado del compuesto (DAC o 
ZMP) (Figura 6.4.1-C, E y F). Además, el macrociclo (DAC y ZMP) tuerce su 
estructura 64º, induciendo un desacoplamiento en la conjugación entre el grupo 
éster y el etileno (Figura 6.4.1-C, D y F). Estos cambios conformacionales 
provocan un acercamiento entre el residuo (HIS229) y el compuesto (DAC o 
ZMP), favoreciendo la ruptura del enlace σ entre NE2 y HE2 y la transferencia 
del átomo de HE2 hacia el macrociclo Figura 6.4.1-B (estructura representada 
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en negro). Este suceso transfiere la carga positiva de la HIS229 hacia el 
macrociclo e induce un posterior ataque nucleofílico del átomo NE2 (HIS229) 
sobre el carbono ? del compuesto (carbono que tiene la carga positiva en la 
Figura 6.4.1-B). Finalmente, con posterioridad a todos los cambios torsionales y 
transferencias, se obtiene el compuesto (DAC y ZMP) unidos covalentemente a 
la HIS229 (Figura 6.4.1-B (estructura representada en verde), D y F). 
Con el análisis del mecanismo de unión covalente de la DAC y la ZMP se 
concluye que éste depende, principalmente, de la cercanía entre la HIS229 y el 
grupo insaturado del ligando. De manera que la orientación del ligando en la 
cavidad de ?-tubulina debe permitir que el grupo químico, que vaya a ser 
partícipe de la adición conjugada con la HIS229, se localice entorno al átomo 
HE2 del residuo. Otro factor que favorece la reacción covalente es la 
estabilidad de la asociación previa a la reacción. Se llegó a esta conclusión 
porque, en la caracterización de la unión no covalente de la zampanolida y la 
dactilolida por técnicas bioquímicas realizada en el apartado 1.3 de la 
Introducción, se determinó que la constante de asociación aparente de la 
zampanolida es Kaap(26 oC)=1,4 ± 0,3 × 108 M-1, mientras que en la dactilolida 
se obtuvo un valor de Kaap(26 oC)=0,6 ± 0,1 × 106 M-1. También se explicó en 
ese apartado que la diferencia, de dos órdenes de magnitud entre las 
constantes, se debía a la presencia de la cadena lateral en la ZMP; ya que ésta 
estabilizaba la unión de la molécula mediante su interacción directa con el lazo-
M de ?-tubulina. Si se comparan los tiempos de las reacciones covalentes entre 
la zampanolida (t≈30 min) y la dactilolida (t≈8 hr), se puede comprobar cómo la 
unión covalente ocurre de manera más rápida en la zampanolida. Es decir, la 
estabilización de los compuestos favorecerá la velocidad de la reacción 
covalente. Este hecho se debe a que la reacción covalente compite con la 
disociación del ligando (koff); y si el complejo molecular es poco estable, se 
favorecerá su disociación, como ocurre con la dactilolida. 
Como resultado del análisis se llegó a explicar la estabilización de la asociación 
no covalente como el paso limitante en la reacción de la dactilolida y la ?-
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tubulina. Debido a que, en este paso, la interacción de la cadena lateral con el 
lazo-M favoreció la estabilización de los compuestos (Matesanz, Rodríguez-
Salarichs et al. 2011, Prota, Bargsten et al. 2013, Matesanz, Trigili et al. 2015) y 
por tanto, su reacción covalente. Por este motivo, el análisis realizado sobre el 
mecanismo de reacción de la ZMP y la DAC aportó una valiosa información 
que bien puede ser aplicada en el diseño de nuevos compuestos covalentes 
dirigidos contra el sitio del Taxol®. 
 
6.5 Resolución de la estructura de complejos moleculares con estructuras 
similares por STD-MaPa 
 
Aunque los métodos desarrollados en este trabajo se han orientado hacia la 
determinación analítica y cuantitativa de las estructuras de los complejos 
moleculares, la metodología implementada en el STD-MaPa también puede 
utilizarse en la resolución aproximada de las estructuras de los complejos 
moleculares en ausencia de la información estructural de la macromolécula. 
Con este fin, se pueden tomar como punto de partida las coordenadas de la 
macromolécula unida a otro compuesto, el cual tendría una alta similitud 
estructural con el compuesto en estudio. De esta manera, con el STD-MaPa y 
diversos algoritmos de exploración conformacional y optimización estructural, 
se pude llegar a resolver la estructura descrita por el patrón de STD-MaPa. 
Pero esta aproximación tiene el inconveniente de no controlar, por falta de 
información experimental, si las coordenadas obtenidas son las que mejor 
describirían el patrón de STD-MaPa. Sin embargo, si la estructura del 
compuesto utilizada como plantilla tiene una alta similitud, remodelar la 
estructura del receptor y adaptarla a la estructura del complejo en estudio 
pudiese constituir una aproximación válida. 
Con el fin de verificar esta aproximación, en este apartado se va a comentar la 
resolución, con el STD-MaPa, de las estructuras de los complejos moleculares 
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formados entre el dímero de ?,?-tubulina y, por una parte, la azatilona-2, que 
es un derivado sintético de la familia da azatilonas y presenta una alta similitud 
estructural con la epotilona-A (Jantsch, Nieto et al. 2016) (Figura 6.5.2); y, por 
otra, dos análogos naturales de la podofilotoxina extraídos de la planta 
medicinal Mexicana Bursera fagaroides (Antúnez-Mojica, Rodríguez-Salarichs 
et al. 2016) (Figura 6.5.1). Para realizar estos trabajos, se utilizaron las 
coordenadas de las proteínas extraídas de las estructuras cristalográficas de la 
epotilona-A (PDB: 4I50) y la podofilotoxina (PDB: 1SA1), respectivamente. Con 
estas estructuras, mediante el STD-MaPa y diversos algoritmos de exploración 
conformacional, en ambos trabajos se llegaron a describir los datos de STD-
NMR experimentales de los complejos de azatilona-2-?-tubulina (Figura 6.5.2) y 
dos análogos naturales de la podofilotoxina unidas al heterodímero de ?,?-
tubulina (Figura 6.5.1). 
Entre las dos imágenes se muestran las estructuras químicas de la epotilona-A, 
la azatilona-2, la podofilotixina y sus derivados 2 y 3. En ellas, se puede ver 
que la podofilotoxina y el derivado 2 son los compuestos que presentan mayor 
similitud estructural; ya que sus estructuras solo se diferencian en la valencia 
de su enlace 7´-8´. Sin embargo, la epotilona-A y la azatilona-2 presentan 
diferencias en la estructura que pueden afectar la correcta caracterización de la 
unión a ?-tubulina (Figura 6.5.2, grupos químicos representados en rojo y azul). 
Las diferencias se ubican en regiones flexibles de la molécula que, según la 
estructura cristalográfica de la epotilona-A (Prota, Bargsten et al. 2013), son 
importantes en la unión al sitio del Taxol®.  
En el protocolo que se siguió para ambos casos, se llevó a cabo un primer 
paso en el que se generaron las primeras orientaciones de la azatilona-2 
(Figura 6.5.2-A) y los derivados 2 y 3 con el STD-MaPa; usando como plantillas 
las estructuras cristalográficas de la epotilona-A y la podofilotoxina, 
respectivamente. En este paso, los modos de unión escogidos por el algoritmo 
para la azatilona-2 y los derivados 2 y 3, fueron similares a los descritos por las 
estructuras cristalográficas de la epotilona-A y la podofilotoxina. Este resultado 
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era de esperar, ya que en ambos casos la similitud estructural es muy alta y las 
superficies de los dos sitios de unión estaban predispuestas al reconocimiento 
específico de la epotilona-A y la podofilotoxina. 
En un segundo paso, debido a que las estructuras de los derivados y la 
podofilotoxinas son rígidas y, además, las diferencias entre las estructuras son 
muy pequeñas, se consideró apropiada la optimización estructural mediante el 
Macromodel (Mohamadi, Richards et al. 1990). Los resultados fueron 
superpuestos con la estructura de la podofilotoxina y representados en la 
Figura 6.5.1. En la imagen se observa cómo se logra adaptar la estructura del 
sitio de unión de la podofilotoxina para la asociación de los derivados 2 y 3 
(Figura 6.5.1-B y C). Además, se puedo constatar que los patrones de STD-
NMR obtenidos se asemejan a los experimentales con un Re=0,37 para el 
compuesto 2 y un Re=0,23 para el compuesto 3. 
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Figura 6.5.1 . Representación de los modos de unión de la podofilotoxina y sus 
dos análogos 2 y 3. La podofilotoxina se representa en naranja y sus derivados 
en gris. (A) Superposición de la estructura cristalográfica de la podofilotoxina 
PDB 1SA1 (azul claro) y la estructura obtenida con el STD-MaPa (naranja). (B) 
Superposición de la estructura de la podofilotoxina y el compuesto 2. (C) 
Superposición de la estructura de la podofilotoxina y el compuesto 3 
(conformación A de la Figura 8 de (Antúnez-Mojica, Rodríguez-Salarichs et al. 
2016)). En el inferior de la imagen, se encuentra la comparación entre los 
patrones de STD-NMR experimentales y los calculados a partir de los modelos 
moleculares obtenidos con el STD-MaPa de los compuestos 2 y 3. 
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Sin embargo, los valores del factor Re son, tanto en el derivado 2 como en el 3, 
ligeramente elevados. Además, el patrón de STD-NMR teórico del compuesto 
3, aunque presenta un Re menor, describe accidentadamente el patrón de 
STD-NMR experimental. Con todos estos resultados, aunque se llegó a 
describir correctamente la orientación de los compuestos según sus patrones 
de STD-NMR y los valores de Re, se debería someter a las dos estructuras a 
un nuevo paso de refinamiento estructural guiados por RMN. De esta manera, 
se podría minimizar el valor del factor Re y reducir las diferencias entre los 
patrones de STD-NMR de los dos modelos moleculares (compuesto 2 y 3) y 
sus patrones experimentales. 
Por otro lado, como las regiones que diferencian a la azatilona-2 son flexibles, 
se optó por realizar una exploración conformacional intensiva (Figura 6.5.2). 
Con este estudio, se obtuvieron 144 conformaciones de azatilona-2, mediante 
la rotación de los enlaces C15-C16 y O-C(CH3)3 y una posterior optimización 
local para reducir los choques estéricos. Todas las estructuras resultantes se 
evaluaron con el factor Re y sus valores se representaron en la Figura 6.5.2-B.  
Según el mapa obtenido con el factor Re, la azatilona-2 tiene dos 
conformaciones que minimizan por igual el factor Re (Figura 6.5.2-B) y además, 
éstos exhiben el mismo patrón de STD-NMR (Figura 6.5.2-C y D). Por otro 
lado, a partir del análisis del mapa se pudo afirmar que la rotación del terc-
butilo (estructura química representada en azul en la Figura 6.5.2) perturba 
poco el patrón de STD-NMR (Figura 6.5.2-B). Mientras, la cadena lateral de la 
azatilona-2 (estructura química representada en rojo en la Figura 6.5.2), tiene 
dos orientaciones posibles, las cuales son coplanares a la cadena lateral de la 
epotilona-A en la estructura cristalográfica (Figura 6.5.2-G y H). 
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Figura 6.5.2 Representación de las estructuras químicas de la epotilona-A y la 
azatilona-2. Las diferencias que presentan en sus estructuras químicas están 
representadas en rojo y azul. (A) Representación de la azatilona-2 unida al sitio 
interno de la ?-tubulina. Las coordenadas fueron obtenidas con un primer ciclo 
con el STD-MaPa. (B) Superficie del factor R-NOE obtenida a partir de la 
exploración conformacional con el Macromodel y el STD-MaPa. Mediante la 
rotación de los enlaces C15-C16 y O-C(CH3)3 se obtuvieron 144 
conformaciones de la azatilona-2. Los enlaces que se rotaron están resaltados 
en amarillo en la imagen “A”. (C) Patrón de STD-NMR experimental (negro) y 
teórico (rojo) del confórmero A. (D) Patrón de STD-NMR experimental (negro) y 
teórico (rojo) del confórmero B. (E) Modelo refinado del confórmero A unido a la 
?-tubulina. (F) Modelo refinado del confórmero B unido a la ?-tubulina. (G) 
Superposición de las estructuras del confórmero A (naranja) y B (gris). (H) 
Superposición del modelo 3D del complejo azatilona-2-?-tubulina (confórmero 
B en naranja) y el complejo epotilona-A-?-tubulina (azul claro). 
 
Aunque el estudio permitió caracterizar la unión de la azatilona-2 al igual que 
con la podofilotoxina y sus derivados, los patrones de STD-NMR teóricos no se 
encuentran bien descritos. Si comparamos los valores de Re de la 
podofilotoxina (Re=0,141) y la epotilona-A (Re=0,206) obtenidos en el apartado 
5.2.6 con el STD-MaPa con los calculados para el compuesto 2 (Re=0,37), el 3 
(Re=0,23) y la azatilona-2 (Re=0,343), se concluye que es necesario un nuevo 
refinamiento para las estructuras de los tres complejos. 
A partir del breve análisis realizado en estos sistemas moleculares, se puede 
concluir que el STD-MaPa es también útil en la descripción de derivados 
estructuralmente cercanos a compuestos previamente resueltos mediante otras 
técnicas experimentales. En estos casos, el modelo molecular obtenido será 
una aproximación grosera a la estructura real; pero permitirá la caracterización 
estructural de los complejos moleculares cuando no se tenga información sobre 
la estructura del receptor. 
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7 Conclusiones 
 
En el trabajo, se han diseñado cinco alternativas al factor Re (Rt, Rtm, Rtwm, Rms 
y Rmsw) dirigidas a resolver estructuras de complejos moleculares a partir de 
datos de Diferencia de Transferida de Saturación. En el diseño de las 
alternativas se combinaron los términos Wcal,k, ?M, ?Mw, Ni?M2 y Ni?Mw2 para 
mejorar la adaptación del factor R-NOE al proceso de modelado molecular y 
para reducir su dependencia paramétrica. Además, se obtuvo la ecuación de 
error de los factores Re y Rt para evaluar la significación estadística de los 
resultados. A partir de los análisis realizados con los seis factores R-NOE (Re, 
Rt, Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw), los factores se separaron en dos grupos según su 
utilidad. El primer grupo está constituido por Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw, es poco 
sensible a los cambio paramétricos y localiza la estructura real entre cinco 
candidatos, a partir de un conjunto de modelos moleculares e 
independientemente de los parámetros químico-físicos utilizados. El segundo 
grupo está formado por Re y Rt, los dos factores mostraron ser idóneos en los 
procesos de optimización estructural y paramétrica. Aunque los dos factores R-
NOE tuvieron un rendimiento similar, Rt se adaptó mejor al proceso de 
modelado molecular, al reducir más su valor con respecto a Re, en presencia 
de los modelos reales o modelos estructuralmente cercanos al real. 
Además, se diseñó una metodología automática de acoplamiento molecular 
basada en datos de Diferencia de Transferencia de Saturación. La metodología 
fue implementada en el programa STD-MaPa y permite resolver las estructuras 
de los complejos moleculares utilizando los seis factores R-NOE de manera 
activa en la evaluación de los modelos moleculares generados por el propio 
programa. El STD-MaPa se puede ejecutar a través de una interfaz visual 
amigable que permite su utilización para personal no experto. 
Las diferentes partes de la metodología implementada en el programa STD-
MaPa fueron probadas. Los resultados mostraron que el programa el 100% de 
las veces genera la estructura que describen los datos de STD-NMR y la 
 
 
 
 
 
232  
 
identifica utilizando los factores R-NOE como funciones de evaluación. Estos 
resultados se obtuvieron bajo ciertas condiciones que aseguran la fiabilidad de 
los resultados.  
El STD-MaPa, a partir de los datos de STD-NMR y las coordenadas del 
complejo molecular calcula mediante un algoritmo de ajuste paramétrico la 
constante aparente de asociación, la constante de velocidad aparente de 
disociación, el tiempo de correlación aparente del ligando y mediante un 
archivo de órdenes (script) acoplado al STD-MaPa el tiempo de correlación 
aparente de la macromolécula. Así se obtuvo el tiempo de correlación del 
heteródímero de ?,?-tubulina y se identificó su estado polimérico al caracterizar 
su unión con el PM060327. 
Dada la flexibilidad de la metodología automática implementada en el STD-
MaPa, permite su adaptación a métodos externos para la exploración espacial 
con el uso activo de patrones de Diferencia de Transferencia de Saturación 
experimentales. En nuestro trabajo, mediante el procesamiento automático 
implementado en el STD-MaPa, se caracterizó el mapa de los seis factores R-
NOE en el estudio conformacional de los complejos de kifunesina-GMII, 
salacinol-GMII y epotilona-A-?,?-tubulina. A partir de los resultados de este 
estudio se identificaron dos conformaciones en la epotilona-A que coexisten en 
la unión al heterodímero de ?,?-tubulina. 
Por otra parte, para aplicar el STD-MaPa y el CORCEMA-ST en el cálculo de 
múltiples modos de unión, las Ecuaciones Generales de Concentraciones para 
el CORCEMA (EGC-CORCEMA) fueron resueltas. Las ecuaciones obtienen los 
datos de concentraciones adaptadas a los cálculos con la aproximación 
cuantitativa CORCEMA del acoplamiento molecular de múltiples orientaciones 
y relaciones de proporcionalidad. Además, se comprobó que con el STD-MaPa 
no se necesita obtener una curva de crecimiento en función del tiempo de 
saturación para eliminar ciertos artefactos experimentales. En el estudio de la 
unión de la dimanosidasa y la proteína 2G12, los patrones de Diferencia de 
Transferencia de Saturación experimentales para tiempos de saturación de 
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0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 2,00, 2,50 y 3,00 segundos se obtuvieron con el STD-
MaPa y las estructuras cristalográficas. Ya que, el STD-MaPa rectifica las 
desviaciones debidas a la reasociación y a los procesos de relajación de la 
magnetización (T1) con los factores Rtm, Rtwm, Rms y Rmsw y el sobreajuste de la 
constante de asociación y la velocidad de disociación, permitiendo la 
caracterización cuantitativa de las coordenadas 3D de los complejos 
moleculares 
El STD-MaPa permitió identificar la orientación de derivados de la familia de 
epotilonas y podofilotoxinas en el sitio de unión del complejo molecular 
utilizando como plantilla las coordenadas de la proteína diana de compuestos 
con alta similaridad estructural. Estos resultados se alcanzaron mediante el 
acoplamiento del STD-MaPa con diversas metodologías externas de 
exploración conformacional y optimización estructural que permitieron, 
mediante la reorientación de los residuos de las proteínas, alcanzar a describir 
un sitio de unión adaptado al acoplamiento de los compuestos estudiados. 
Aunque no contamos con herramientas para asegurar que las estructuras 
obtenidas sean las que mejor se adaptan a los datos de Diferencia de 
Transferencia de Saturación, el algoritmo utilizado permitió obtener modelos 
moleculares con patrones de STD-NMR semejantes a los datos 
experimentales. 
Posterior a todas las pruebas que se realizaron sobre STD-MaPa ratifican que 
es capaz de resolver el acoplamiento de un complejo molecular descrito por los 
datos de STD-NMR, diseñamos una metodología híbrido que permite resolver 
las coordenadas 3D de un complejo molecular proteína-ligando mediante el 
acoplamiento de las técnicas de TR-NOESY, STD-NMR y DRX. Con el nuevo 
método híbrido se resolvió la estructura del tetrámero T2R describiendo una 
unión reversiblemente con la dactilolida. Los resultados mostraron que la 
dactilolida se une a la ?-tubulina describiendo dos modos de unión. En la 
caracterización de los dos modos de unión no se describieron interacciones 
con el lazo-M de la tubulina, por lo que se concluye que la dactilolida no afecta 
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la estructura de esta región de la proteína. Finalmente, se caracterizó el 
mecanismo de unión covalente de la dactilolida y sus derivados. 
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8 Conclusions 
 
In this work, five alternatives to the R-NOE factor (Rt, Rtm, Rtwm, Rms, and Rmsw) 
were designed to solve structures of molecular complexes based on Saturation 
Transfer Differences data. In the design of the alternatives, the terms Wcal,k, ?M, 
?Mw, Ni?M2, and Ni?Mw2 were combined to improve the adaptation of the R-
NOE factor to the molecular modeling process and to reduce its parametric 
dependence. Besides, the error equations of the Re and Rt factors were 
obtained to evaluate the statistical significance of the results. The six R-NOE 
factors (Re, Rt, Rtm, Rtwm, Rms, and Rmsw) were separated into two groups 
according to their utilities and performances. The first group (Rtm, Rtwm, Rms, and 
Rmsw) is the least sensitive to parametric changes. This characteristic allows R-
NOE functions to locate the real structure among five candidates from a set of 
molecular models and independently of the chemical-physical parameters. The 
second group consists of Re and Rt; the two factors showed to be suitable for 
the processes of structural and parametric optimization. Although the two R-
NOE factors had a similar performance, Rt was better adapted to the molecular 
modeling process. 
Also, an automatic molecular methodology was designed based on Saturation 
Transfer Difference data for elucidating the structure of receptor-ligand 
complexes. The method was implemented in the STD-MaPa program. The 
STD-MaPa is composed by a friendly visual interface that allows its use for non-
expert personnel. 
The different parts of the methodology implemented in the STD-MaPa program 
were tested. The results showed that the program generates the structure 
describing the STD-NMR pattern 100% of the time, and identifies it using the R-
NOE factors as evaluation functions. Although, results have to be obtained 
under certain conditions that ensure their reliability. 
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Based on the STD-NMR data and the coordinates of the molecular complexes, 
the STD-MaPa calculates the apparent association constant, the apparent rate 
of dissociation constant, the apparent correlation time of the ligand and the 
apparent correlation time of the macromolecule using a parametric adjustment 
algorithm. Thus, the correlation time and the degree of polymerization of the 
?,?-tubulin heterodimer were obtained by characterizing its binding to 
PM060327. 
The STD-MaPa allows its adaptation to external methods for exploring 3D 
coordinates of receptor-ligand complexes. In our work, the conformational 
surfaces of the six R-NOE factors were calculated for the kifunesine-GMII, 
salacinol-GMII and epothilone-A-?,?-tubulin complexes by coupling the STD-
MaPa with an external MonteCarlo algorithm. Results showed that epothilone-A 
coexists in two conformations in the binding to the heterodimer of ?,?-tubulin. 
On the other hand, the General Concentration Equations for CORCEMA (EGC-
CORCEMA) were obtained. The equations get the CORCEMA adapted 
concentrations for solving structures of receptor-ligand complexes with multiple 
binding modes. Besides, it was found that with the STD-MaPa it is not 
necessary to obtain a growth curve to eliminate rebinding and T1 relaxation. 
Because, the program rectifies the deviation on the STD-NMR pattern and is 
able to solve the quantitative 3D coordinates of the molecular complexes. 
The STD-MaPa was further applied to indentify the binding of derivatives of 
epothilone and podophyllotoxin using, as templates, the target coordinates of 
compounds with high structural similarities. These results were achieved 
coupling the STD-MaPa with various external methodologies as conformational 
searching and structural optimization; to which allowed adapting the 
conformations of the binding sites to the bind with the derivatives. 
Finally, a hybrid method was designed to solve the 3D coordinates of protein-
ligand complexes by combining the TR-NOESY, STD-NMR and DRX 
techniques. This approach allowed solving the 3D coordinates of tetramer T2R 
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bound to dactylolide. Results showed that dactylolide binds to ?-tubulin by 
describing two binding modes. Finally, the mechanism of covalent binding of 
dactylolide and its derivatives were further characterized. 
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9 Anexos 
 
9.1 Ecuaciones diferenciales de los factores Rt y Re 
 
El error de Rt y Re se obtiene indirectamente a partir de la medida experimental 
de Sexp,k y Scal,k. La incertidumbre experimental se propaga hacia los factores R-
NOE mediante el cálculo diferencial de sus variables. Esto equivale a calcular 
el incremento de las dos funciones a partir de sus variables, siempre y cuando, 
el error en estas variables sea pequeño. Además,  teniendo en cuenta que los 
errores cometidos por cada una de las variables no pueden disminuir el error 
cometido por el resto de ellas, se toman los valores absolutos de las derivadas 
parciales. 
 
ܴ݀݁ ൫ܵ௘௫௣,௞, ܵ௖௔௟,௞൯ = ෍ ቤ
߲ܴ݁
߲ܵ௘௫௣,௞
ቤ ݀ܵ௘௫௣,௞
ே
௞ୀଵ
+ ෍ ቤ
߲ܴ݁
߲ܵ௖௔௟,௞
ቤ ݀ܵ௖௔௟,௞
ே
௞ୀଵ
 9.1.1 
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߲ܴݐ
߲ܵ௘௫௣,௞
ቤ ݀ܵ௘௫௣,௞
ே
௞ୀଵ
+ ෍ ቤ
߲ܴݐ
߲ܵ௖௔௟,௞
ቤ ݀ܵ௖௔௟,௞
ே
௞ୀଵ
 9.1.2 
 
Los valores de Scal,k se obtienen a partir de la resolución de la ecuación del 
CORCEMA mediante el ajuste paramétrico de diversas constantes químico-
físicas. Este procedimiento es analítico y la incertidumbre está dada por el 
truncamiento numérico que se realiza en el cálculo. Los algoritmos modernos 
incluyen variables de doble precisión, lo que permite describir los números 
hasta la decimosexta cifra decimal. Dado que el error experimental se ubica en 
torno a la primera cifra, el error de dScal,k se considera despreciable. 
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Cuando k=p, siendo p un número natural definido en el intervalo 1≤p≤N, nos 
quedan las derivadas parciales como డோ೐
డௌ೐ೣ೛,೛
 y డோ೐
డௌ೎ೌ೗,೛
 . Para resolver la derivada 
parcial cuando k=p aplicamos las reglas de derivabilidad. 
 
߲ܴ௘
߲ܵ௘௫௣,௣
=
1
ܴ௘
ቐ
ቂ ௘ܹ௫௣,௣൫ܵ௘௫௣,௣ − ܵ௖௔௟,௣൯ −
1
2 ௘ܹ௫௣,௣
ଶ ൫ܵ௘௫௣,௣ − ܵ௖௔௟,௣൯
ଶ
ቃ ∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ
ൣ∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧ൣ∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧
−
ቂ ௘ܹ௫௣,௣ܵ௘௫௣,௣ −
1
2 ௘ܹ௫௣,௣
ଶ ܵ௘௫௣,௣
ଶ ቃ ∑ ௘ܹ௫௣,௞൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶே
௞ୀଵ
ൣ∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧ൣ∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧
ቑ 
9.1.3 
 
߲ܴ௧
߲ܵ௘௫௣,௣
=
1
ܴ௧
൝
௖ܹ௔௟,௣൫ܵ௘௫௣,௣ − ܵ௖௔௟,௣൯ ∑ ௖ܹ௔௟,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ
ൣ∑ ௖ܹ௔௟,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧ൣ∑ ௖ܹ௔௟,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧
−
௖ܹ௔௟,௣ܵ௘௫௣,௣ ∑ ௖ܹ௔௟,௞൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶே
௞ୀଵ
ൣ∑ ௖ܹ௔௟,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧ൣ∑ ௖ܹ௔௟,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ ൧
ൡ 
9.1.4 
 
Los términos de las ecuaciones resultantes son simplificados mediante la 
adición de los factores Re y Rt. 
 
߲ܴ௘
߲ܵ௘௫௣,௣
= ܴ௘ ൝
௘ܹ௫௣,௣൫ܵ௘௫௣,௣ − ܵ௖௔௟,௣൯
∑ ௘ܹ௫௣,௞൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶே
௞ୀଵ
−
௘ܹ௫௣,௣ܵ௘௫௣,௣
∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ
−
1
2
൥
௘ܹ௫௣,௣
ଶ ൫ܵ௘௫௣,௣ − ܵ௖௔௟,௣൯
ଶ
∑ ௘ܹ௫௣,௞൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶே
௞ୀଵ
−
௘ܹ௫௣,௣
ଶ ܵ௘௫௣,௣
ଶ
∑ ௘ܹ௫௣,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ
൩ൡ 
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߲ܴ௧
߲ܵ௘௫௣,௣
= ܴ௧ ൝
௖ܹ௔௟,௣൫ܵ௘௫௣,௣ − ܵ௖௔௟,௣൯
∑ ௖ܹ௔௟,௞൫ܵ௘௫௣,௞ − ܵ௖௔௟,௞൯
ଶே
௞ୀଵ
−
௖ܹ௔௟,௣ܵ௘௫௣,௣
∑ ௖ܹ௔௟,௞ܵ௘௫௣,௞
ଶே
௞ୀଵ
ൡ 9.1.6 
 
Si N=1, las expresiones de 9.1.5 y 9.1.6 se igualan, dado que el segundo 
término de la derivada parcial de Re para k=p es cero. En este caso, el error 
relativo de ambas ecuaciones depende de la diferencia entre la inversa de la 
sustracción de las intensidades y del factor de peso experimental ൬ ଵ
ௌ೐ೣ೛,ೖିௌ೎ೌ೗,ೖ
−
ଵ
ௌ೐ೣ೛,ೖ
൰. Finalmente, las ecuaciones 9.1.5 y 9.1.6 son sustituidas en 9.1.1 y 9.1.2 
para determinar los errores de Re y Rt. 
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9.2 Pruebas estadísticas de Levene, Barlett y Shapiro-Wilk 
 
En este anexo se va a comprobar si las variaciones máximas normalizadas de 
los factores R-NOE cumplen con las condiciones necesarias para poder aplicar 
la prueba estadística de la ANOVA y el test de Tukey. Nuestro ensayo 
estadístico está dividido en seis grupos diferentes, uno por cada factor R-NOE. 
El estudio se realiza a partir de los datos extraídos de los complejos de 
kifunesina-dGMII, salacino-dGMII y epotilona-A-?-tubulina. Por tanto, el tamaño 
poblacional de cada grupo es igual a tres. En nuestro análisis, la independencia 
de los datos es asumible porque los cálculos del factor R-NOE y los STD-NMR 
fueron realizados de forma independiente. Sin embargo, la normalidad de las 
poblaciones y la igualdad entre varianzas se va a comprobar mediante tres 
pruebas estadísticas (Ver Figura 9.2.1).  
Primero, y dada su importancia, se comprobó la homocedasticidad muestral 
mediante las pruebas estadísticas de Levene y Barlett. Se eligieron éstas dos 
porque difieren en la respuesta a la desviación de la normalidad. Para ambas 
pruebas, hemos tenido en cuenta la hipótesis nula, en la que se considera que 
las varianzas entre todas las poblaciones son iguales y un error asumido del 
5%. Bajo estas condiciones, las pruebas estadísticas de Levene y Barlett 
concordaron en que todas las muestras cumplen con la hipótesis nula, dando 
un p-valor > 0.5. Por esta razón, se concluye que las varianzas muestrales son 
similares. 
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El mismo procedimiento se ha realizado para el estudio de la normalidad 
muestral. En esa parte, se ha utilizado la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar 
si las muestran tienen una distribución normal. Ahí también se asumió un error 
Figura 9.2.1. En la parte superior, se representan en los gráficos los valores 
máximos de las desviaciones de los factores R-NOE, al variar los parámetros 
químico-físicos para los tres complejos moleculares. En la parte inferior 
aparece el estudio estadístico de igualdad de varianza de Levene 
(http://scistatcalc.blogspot.com.es/2013/12/levenes-test-equality-of-
variances.html), el de Barlett 
(http://scistatcalc.blogspot.com.es/2013/10/bartletts-test-calculator.html) y la 
prueba de normalidad Shapiro-Wilk realizada con el programa QtiPlot. En la 
izquierda se encuentran las variaciones máximas de los factores R-NOE para 
el sistema con kifunesina, salacinol y epotilona-A al modificar los parámetros 
de la matriz cinética (K).  En la izquierda se encuentran las variaciones 
máximas de los factores R-NOE para el sistema con kifunesina, salacinol y 
epotilona-A al modificar los parámetros de la matriz de relajación (R).  
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del 5%. En todos los casos, el p-valor es mayor que 0.5, por lo que se puede 
considerar que todas las poblaciones presentan una distribución poblacional 
normal. 
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